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GABA: âcido gamma-aminobutirico (del inglés, gamma-aminobutiric acid).
GR: receptores de glucocorticoides (tipo II).
HHA: hipotâlamo-hipôfîsis-adrenal.
HPLC: cromatografia liquida de alta resoluciôn (del inglés. High pressure liquid 
cromatography).
HVA: âcido homovanilico (del inglés, homovanilic acid)
LCRs: liquido cefalorraquideo sintético.
L-DOPA: L-3,4 dihidroxifenilalanina.
LTP: potenciaciôn a largo plazo (del inglés, long-term potentiation).
mGluR: receptor metabotrôpico de glutamato (del inglés, metabotropic glutamate
receptor).
MR: receptores de mineralocorticoides (tipo I)
NGF: factor de crecimiento neural (del inglés, nerve growth factor).
NMDA: N-metil D-aspartato.






El ambiente en el que se desarrolla un individuo, asl como su estilo de vida pueden 
condicionar paramétrés tan diverses como su expectativa de vida, la apariciôn de 
diversas enfermedades psiquiâtricas o el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas 
(Mohajeri y Leuba 2009;Harrington et al, 2009;Afifi et al, 2010). Es por ello que se 
han tratado de poner a punto modèles animales con el fin de estudiar como el ambiente 
es capaz de modular la funciôn cerebral para poder finalmente desarrollar tratamientos 
mas centrados en la modificaciôn de las condiciones ambientales o en el desarrollo de 
fârmacos que simulen los efectos de un ambiente favorable. A estos tratamientos se les 
ha denominado enviromimetics (McOmish y Hannan 2007). El modelo animal mas 
empleado a este respecto es el de enriquecimiento ambiental (EA).
El EA consiste en un incremento de los estimulos sociales y sensoriomotores con 
respecto a las condiciones habituales de los animales de laboratorio. De forma general, 
las condiciones de EA consisten en la introducciôn de un numéro variable de animales 
(entre 8 y 12) en una jaula de grandes dimensiones que contiene diverses objetos cuya 
disposiciôn y variedad se modifica periôdicamente. Habitualmente se incluyen también 
ruedas para la realizaciôn de ejercicio fisico voluntario. Puede considerarse al EA como 
un modelo para evaluar la plasticidad cerebral, dado que se modifican diversas variables 
ambientales (numéro de animales por jaula, dimensiones de la jaula, distribuciôn y 
diversidad de objetos en la misma) que pueden inducir cambios en ésta (Mora et al, 
2007).
Los primeros trabajos realizados con el modelo de EA datan de la década de los 60 del 
siglo pasado y han continuado hasta la actualidad. Eue Donald Hebb quien, de forma 
anecdôtica, comenzô los trabajos en este campo comparando en una prueba de memoria 
espacial a ratas de laboratorio con ratas que él ténia en su casa como mascotas. Hebb 
observé que estas ultimas mostraron mejores resultados en dicha prueba de memoria. 
Después, el grupo de Berkeley dirigido por Mark Rosenzweig estudiô en profimdidad 
los efectos del EA sobre la morfologfa cerebral (Rosenzweig 2003). A partir de 
entonces, muchos otros grupos de investigaciôn se han centrado en estudio de cômo las 
condiciones ambientales afectan a muy diversas variables relacionadas con el sistema
nervioso, que aqui reuniremos en très grandes grupos: efectos neuroanatomicos, 
neuroquimicos y conductuales del EA.
1.1. Efectos neuroanatomicos del enriquecimiento ambiental.
A nivel neuroanatômico, los primeros cambios mostrados por el grupo de Rosenzweig y 
Bennett (1996) en animales mantenidos en condiciones de EA, que después han sido 
confirmados por otros laboratorios (Szeligo y Leblond 1977;Por y Bondy 1982;Black et 
al, 1989), consistieron en un incremento del volumen de diversas regiones de la corteza 
cerebral, y este incremento fue dependiente del tiempo de exposiciôn de los animales al 
EA (Diamond 2001). El incremento en el volumen de la corteza cerebral se ha atribuido 
posteriormente a un mayor numéro de dendritas y de contactes sinâpticos en las 
neuronas corticales (Kolb y Whishaw 1998;Leggio et al, 2005;Sale et al, 2009), que 
también ha sido observado en el hipocampo (Moser et al, 1997;Rampon et al, 2000a). 
Y, a su vez, este incremento en el numéro de sinapsis observado en los animales 
mantenidos en EA ha sido atribuido a una mayor sintesis de factores neurotrôficos en la 
corteza cerebral e hipocampo, como el BDNF {brain-derived neurotrofic factor) 
(Falkenberg et al, 1992;Mora et al, 2007;Sale et al, 2007), o el NGF {neural growth 
factor) (Dahlqvist et al, 1999). Estos mayores niveles de factores neurotrôficos podrian 
explicar asimismo los mayores niveles de neurogénesis, mas concretamente en la 
supervivencia celular, observados en animales mantenidos en EA (Kempermann et al, 
1997;Nilsson et al, 1999;Segovia et al, 2006). Pero ademâs no sôlo se ha encontrado 
un incremento en el numéro de nuevas neuronas, sino también en el numéro de células 
gliales (Szeligo y Leblond 1977;Diamond 2001;Komitova et al, 2006). Por ultimo, 
también se ha encontrado un aumento de la angiogénesis en el cerebro de animales 
mantenidos en EA (Black et al, 1989;Kolb y Whishaw 1998;Ekstrand et al, 2008).
1.2. Efectos neuroquimicos del enriquecimiento ambiental.
A nivel neuroquimico, se han descrito cambios producidos por el EA en varios sistemas 
de neurotransmisiôn.
En el sistema dopaminérgico, se ha observado una disminuciôn en la actividad y 
densidad del transportador de dopamina en la CPF de animales mantenidos en EA
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(Neugebauer et al, 2004;Zhu et al, 2005). Mas recientemente, este mismo grupo ha 
mostrado, empleando la técnica de voltametria, que estos cambios en la funciôn del 
transportador de dopamina son dependientes tanto de la regiôn cerebral estudiada como 
del estimulo aplicado (Zhu et al, 2007). Asi, en condiciones basales la actividad del 
transportador de dopamina esta reducida en la CPF pero no en el estriado de animales 
mantenidos en EA, pero su actividad se incrementa en respuesta a estimulos que 
producen una liberaciôn de dopamina en la CPF, como una inyecciôn de nicotina. Se ha 
sugerido que esta menor funcionalidad de los transportadores de dopamina en los 
animales mantenidos en EA a nivel basai podria dar lugar a una disminuciôn del 
metabolismo de este neurotransmisor en la CPF (Zhu et al, 2005). Un trabajo reciente 
no ha mostrado, sin embargo, diferencias en los niveles basales de dopamina en el 
estriado entre ratas en condiciones de EA y aislamiento (Brenes et al, 2008). Por otro 
lado, se ha descrito una disminuciôn en la densidad de los receptores D1 de dopamina 
en la CPF de animales mantenidos en EA (Del Arco et al, 2007a). Por ultimo, se ha 
observado que el EA en gerbos modifica el desarrollo del sistema dopaminérgico, dando 
lugar a un mayor numéro de fibras dopaminérgicas en la CPF (Winterfeld et al, 1998).
Con respecto al neurotransmisor acetilcolina, si bien los trabajos al respecto son 
escasos, los primeros estudios mostraron que el EA producia cambios en algunas 
enzimas relacionadas con el metabolismo de este neurotransmisor y, mas 
concretamente, un incremento en los niveles de acetilcolinesterasa y colina 
acetiltransferasa (Rosenzweig y Bennett 1996). En un articulo en el que se estudiaron 
mas especifîcamente estos cambios se observé que el EA da lugar a un incremento en la 
actividad colina acetiltransferasa en el nùcleo caudado y que ademâs favorece un 
incremento en la actividad de esta enzima en el hipocampo y la corteza frontal cuando 
los animales son entrenados en la prueba del laberinto acuâtico (Park et al, 1992). Sin 
embargo otro grupo (Myhrer et al, 1992), empleando un protocolo similar al de Park et 
al. no encontrô diferencias en los niveles de actividad de la colina acetil-transferasa en 
la corteza entorrinal lateral, corteza temporal y corteza frontal. Estos resultados sugieren 
una mayor sintesis de acetilcolina en el cerebro de los animales mantenidos en EA en 
ciertas âreas cerebrales, si bien éstos no han sido evaluados de forma directa.
El sistema neurotransmisor mâs estudiado con relaciôn al EA es el glutamatérgico. Asi, 
uno de los primeros trabajos al respecto mostrô un incremento en la actividad del
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transportador de alta afinidad de D-aspartato en la corteza entorrinal lateral, pero no en 
corteza frontal o en corteza temporal (Myhrer et al, 1992). Se ha descrito, sin embargo, 
un descenso de la expresiôn del transportador de glutamato EAACl en varias 
subregiones del hipocampo (Andin et al, 2007). Con respecto a los receptores NMDA, 
se ha observado una mayor expresiôn de las subunidades NR2A y NR2B en animales 
mantenidos en EA (Tang et al, 2001). Con respecto a los receptores AMP A, el EA no 
parece modificar su expresiôn, pero si modifica la uniôn a H^-AMPA (Gagné et al, 
1998;Andin et al, 2007), si bien algunos trabajos han mostrado un incremento de la 
expresiôn de la subunidad GluRl (Tang et al, 2001;Mlynarik et al, 2004). Ademâs el 
EA da lugar a un incremento de la expresiôn de los receptores metabotrôpicos de 
glutamato de tipo I en la CPF, asi como a una disminuciôn de los monômeros de los 
receptores metabotrôpicos de glutamato de tipo 2/3 en la CPF (Melendez et al, 2004), 
A pesar de los cambios descritos, los niveles basales extracelulares de glutamato en el 
nùcleo accumbens y el hipocampo no son diferentes en animales mantenidos en EA 
excepto en el hipocampo en animales de 25 meses. (Segovia et al, 2006).
Un anàlisis genético de ratones mantenidos en EA mostrô que los efectos sobre la 
expresiôn de genes comienzan tan sôlo a las 3h de colocar a los animales en esas 
condiciones, y la mayoria de los genes que ven modificada su expresiôn (de entre los 
mâs de 11000 que se estudiaron) estân relacionados con la sintesis y procesamiento de 
proteinas, asi como con la apoptosis, el trâfico de vesiculas sinâpticas o la excitabilidad 
neuronal (Rampon et al, 2000b). Otro trabajo ha mostrado recientemente que la 
activaciôn del gen de activaciôn temprana c-fos en diversas âreas cerebrales, entre las 
que se encuentra la CPF, se produce con tan sôlo unas horas de EA (Ali et al, 2009). 
También se ha observado un incremento en los niveles de proteinas relacionadas con la 
liberaciôn de neurotransmisores, como la sinaptofîsina, en el cerebro de animales 
mantenidos en EA (Bredy et al, 2004).
1.3. Efectos conductuales del enriquecimiento ambiental.
El EA se ha mostrado en numerosos trabajos como una modificaciôn experimental que 
incrementa ciertas capacidades cognitivas. Se ha mostrado una mejor memoria espacial 
de animales mantenidos en condiciones de EA en pruebas como el laberinto radial 
(Leggio et al, 2005) o el laberinto acuâtico {water maze) (Falkenberg et al.
Introducciôn
1992;Kempermann et al, 1997;Larsson et al, 2002) y una mejor memoria de trabajo 
evaluada en un laberinto T (Melendez et al, 2004). Ademâs, los animales mantenidos 
en EA muestran una mejor memoria emocional, evaluada en una prueba de 
condicionamiento al miedo (Rampon et al, 2000a;Lee et al, 2003;Barbelivien et al, 
2006). En relaciôn con estos resultados se encuentran algunos hallazgos 
neurofisiolôgicos que muestran una potenciaciôn a largo plazo mâs duradera en 
animales en condiciones estândar que en condiciones de aislamiento (Lu et al, 2003).
En cuanto a la actividad motora espontànea, los animales mantenidos en EA muestran 
una habituaciôn mâs râpida en la prueba del campo abierto que animales en condiciones 
control (Zimmermann et al, 2001;Schrijver et al, 2002;Elliott y Grunberg 2005;Del 
Arco et al, 2007b;Green et al, 2010) y se ha sugerido que este cambio estâ relacionado 
con una mayor capacidad exploratoria de estos animales. De hecho, los animales 
mantenidos en EA muestran mayores niveles de exploraciôn de un objeto novedoso 
inicialmente, pero la caida en la actividad exploratoria del mismo se reduce mâs 
râpidamente que en el caso de animales control, lo que sugiere de nuevo una mayor 
efîcacia exploratoria en los primeros (Zimmermann et al, 2001 ;Lee et al, 2003). 
Ademâs, ciertas respuestas como la hiperlocomociôn inducida por diferentes drogas 
psicoestimulantes se encuentra atenuada en los animales mantenidos en EA (Bardo et 
al, 1995;Green et al, 2003). Asimismo se ha mostrado una menor tendencia a la 
autoadministraciôn de cocafna de animales mantenidos en EA (Solinas et al, 
2008;Chauvet et al, 2009;Green et al, 2010) asi como menores niveles de 
impulsividad, parâmetro este ultimo que se ha relacionado estrechamente con la 
adicciôn a drogas (Wood et al, 2006;Dalley et al, 2007;Perry et al, 2008).
1.4. Efectos protectores y reparadores del enriquecimiento ambiental.
Numerosos trabajos se han centrado en el estudio de los posibles efectos protectores del 
EA frente al envejecimiento normal o patolôgico (enfermedades neurodegenerativas 
principalmente), mientras que otros lo han hecho sobre el papel reparador del EA una 
vez que se ha producido algùn tipo de lesiôn en el individuo. Estos efectos del EA se ha 
propuesto que podrian explicarse mediante la hipôtesis de la réserva cognitiva (Stem 
2009). Esta hipôtesis propone que tanto la herencia genética como un ambiente 
favorable de estimulaciôn cognitiva pueden dar lugar a una menor vulnerabilidad del
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cerebro frente a procesos no patolôgicos, como el envejecimiento, o patolôgicos, como 
la apariciôn de enfermedades neurodegenerativas, o incluso ante los dafios producidos 
por sustancias neurotôxicas o por isquemia (Laviola et al, 2008;Stem 
2009;Nithianantharajah y Hannan 2009)
En cuanto al efecto protector del EA frente al envejecimiento patolôgico, algunos 
estudios han descrito una reducciôn de los sintomas conductuales, aunque no siempre 
de los neuropatolôgicos, en modelos de enfermedad de Huntington, Alzheimer o 
Parkinson en aquellos animales mantenidos en condiciones de EA (Li y Tang, 
2005;Nithianantharajah y Hannan 2006;Mahncke et al, 2006).
Se ha sugerido que tanto el EA como el envejecimiento ejercen sus efectos sobre el 
cerebro gracias al fenômeno conocido como plasticidad cerebral. La plasticidad cerebral 
se puede définir como una capacidad del organisme présente durante toda la vida que 
permite cambios fïsicos y funcionales del cerebro, que se présenta tanto en humanos 
como en otros animales y que es inherentemente bidireccional: a partir de los mismos 
mécanismes la funciôn cerebral puede, bien ser incrementada, bien ser degradada, 
dependiendo de las circunstancias (Mahncke et al, 2006).
Se han descrito algunos cambios relacionados con la plasticidad cerebral en animales 
viejos mantenidos en EA. Estos animales presentan un mayor numéro de sinapsis y 
mayores niveles de sinaptofîsina, proteina involucrada en la liberaciôn de los distintos 
neurotransmisores y empleada como parâmetro de plasticidad cerebral (Greenough et 
al, 1986;Saito et al, 1994;Frick y Fernandez 2003;Leal-Galicia et al, 2008). También 
se ha mostrado un incremento en la densidad de espinas dendriticas (Kolb et al, 2003). 
Algunos trabajos, sin embargo, sugieren que la efîcacia del EA sobre la estimulaciôn de 
la dendritogénesis en animales viejos es menor que en el cerebro del animal adulto 
(Black et al, 1989). Por otro lado, el EA incrementa la neurogénesis en el giro dentado 
de animales viejos aun cuando este incremento es menor que en animales adultos 
(Kempermann et al, 1998;Segovia et al, 2006). No se ha observado, sin embargo, un 
efecto importante del EA sobre la angiogénesis en animales viejos mantenidos en EA 
(Black et al, 1989). Sin embargo, los cambios producidos por el envejecimiento sobre 
la gliogénesis si se ven revertidos por el EA (Soffié et al, 1999).
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En cuanto a cambios neuroquimicos producidos por el EA en animales viejos, si bien 
han sido poco estudiados, se ha mostrado que el EA produce un incremento en los 
niveles de colina acetil-transferasa en todos los nùcleos colinérgicos y de GSH, 
implicada esta ultima en la eliminaciôn de radicales libres (Fernandez et al, 2004; 
Harati et a l,2009). Se ha mostrado ademâs que el EA da lugar a una mayor 
concentraciôn extracelular de glutamato tanto basai como producida por un estimulo 
despolarizante en la regiôn CA3 de hipocampo (Segovia et al, 2006)
La relaciôn entre EA y envejecimiento se ha estudiado especialmente a nivel 
conductual, lo que permite inferir el estado cognitivo del animal. Varios estados han 
descrito una mejor memoria espacial y de trabajo (Frick y Fernandez 2003;Femândez et 
al, 2004;Segovia et al, 2006;Lores-Amaiz et al, 2006;Harburger et al, 2007; Harati et 
a/.,2009), asi como una mejor memoria de reconocimiento de objetos (Leal-Galicia et 
al, 2007) en animales viejos mantenidos en condiciones de EA que en animales 
mantenidos en condiciones estândar. El EA, sin embargo, no parece modificar la 
actividad motora en animales viejos, pero si protege frente a los déficits asociados a la 
edad en la realizaciôn de una tarea que évalua la atenciôn selectiva (Harati et al ,2009).
Por ultimo, en cuanto a los efectos reparadores del EA, se ha descrito una mejor 
recuperaciôn tanto a nivel conductual como en ciertos parâmetros bioquimicos, de 
animales mantenidos en EA fi*ente a diversas manipulaciones, como la oclusiôn de las 
arterias cerebrales (Dahlqvist et al, 1999), lesiones de neuronas colinérgicas o 
dopaminérgicas (Mahncke et al, 2006;Petrosini et al, 2009), anoxia postnatal (luvone 
et al, 1996), ambliopia (Sale et al, 2007), separaciôn materna (Francis et al, 2002), o 
incluso frente a ciertas alteraciones conductuales observadas en modelos knockout 
(Rampon et al, 2000a).
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2. ENVEJECIMIENTO.
Tanto la edad media como la esperanza de vida media se han incrementado en las 
sociedades occidentales en las ultimas décadas, lo que ha dado lugar a una mayor 
incidencia de enfermedades relacionadas con el envejecimiento (Bishop et a l, 2010). 
De hecho, para la mitad del présente siglo se espera que un tercio de la poblaciôn 
mundial supere los 60 anos y que se incremente considerablemente la poblaciôn de mâs 
de 80 anos (Lutz et al, 2008). Esto ha dado lugar a un mayor interés por el estudio de 
aquellos factores que puedan atenuar, retrasar o incluso revertir los efectos del 
envejecimiento sobre el cerebro. En esta linea, algunos trabajos epidemiolôgicos han 
relacionado tanto unos mayores niveles de educaciôn, como la realizaciôn de tareas con 
alta demanda cognitiva a lo largo de la vida, asi como la prâctica habituai de ejercicio 
fisico, con una menor incidencia de demencias o de déficits cognitivos asociados con la 
edad (Milgram et al, 2006;Stem 2009).
El envejecimiento puede definirse como una pérdida progresiva de fimciones motoras 
sensoriales y cognitivas que son consecuencia de los cambios degenerativos que tienen 
lugar con la edad (Mora y Porras 1998). Este es, por tanto, un proceso fisiolôgico 
normal, y no una acumulaciôn de patologias. Los cambios producidos por el 
envejecimiento son consecuencia de la interacciôn compleja entre la expresiôn de 
diverses genes y el ambiente en el que se desarrollan dichos genes. Asi, si bien diverses 
anàlisis genéticos funcionales han mostrado que existen reguladores maestros del 
envejecimiento y de la esperanza de vida que se conservan en diversas especies 
animales, el anàlisis de estos modelos muestra que la tasa de envejecimiento no es fîja, 
sino que es plâstica y estâ abierta a modificaciôn (Bishop et a l, 2010). Por este motivo 
se ha sugerido que séria posible retrasar e incluso atenuar los cambios que produce el 
envejecimiento sobre diversos sistemas fisiolôgicos, y mâs concretamente, sobre el 
sistema nervioso, mediante la modificaciôn del ambiente (Finch 1993;Mora y Porras 
1998;Mahncke et al, 2006;Rajah et al, 2009).
El envejecimiento produce una serie de cambios en la estructura y funciôn del sistema 
nervioso, que se detallan a continuaciôn.
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2.1. Efectos neuroanatomicos del envejecimiento.
Al contrario de los que se pensô inicialmente, no hay una pérdida significativa de 
neuronas en el cerebro envejecido, ni esta pérdida es generalizada en roedores y 
humanos (Coleman y Flood 1986;Haug y Eggers 1991;Morrison y Hof 1997). En un 
primer trabajo, que cuestionaba los resultados previos que mostraban pérdida de 
neuronas con la edad, se sugeria, de hecho, que no habia una pérdida significativa de 
neuronas piramidales en la corteza cerebral y, mâs especificamente, en la corteza frontal 
durante el proceso de envejecimiento normal (Braak y Braak 1986). Posteriormente se 
ha mostrado que incluso las ratas viejas que muestran déficits cognitivos no presentan 
pérdidas significativas de neuronas en el hipocampo (Rasmussen et al, 1996;Rapp y 
Gallagher 1996). Ademâs, se ha observado que los cambios asociados a la edad que 
acontecen en el cerebro no son generalizados, sino que tienen lugar de forma diferencial 
en funciôn del ârea cerebral estudiada (Haug y Eggers 1991;Mora et al, 2007). 
Resultados similares se han obtenido analizando el cerebro humano durante el 
envejecimiento (West 1993;Mora et al, 2007;Morrison y Hof 1997).
Se ha mostrado también una reducciôn en el volumen de materia gris en el cerebro 
envejecido, que condujo a la sugerencia de que ténia lugar una hipotrofia neuronal con 
la edad que podria ser la causa de los déficits cognitivos y motores asociados a la edad 
(Coleman y Flood 1986;Greenough et al, 1986;Haug y Eggers 1991;Finch 1993). Sin 
embargo, algunos estudios posteriores mostraron que, salvo en la CPF, la arborizaciôn 
dendritica parece mantenerse con el envejecimiento en la corteza cerebral y el 
hipocampo (Burke y Bames 2006). Ademâs se ha observado que ciertas neuronas 
envejecidas presentan hipertrofia del ârbol dendritico en las etapas tempranas del 
envejecimiento (Finch 1993;Mora y Porras 1998). Por estos motivos se ha sugerido que 
la pérdida de volumen de materia gris podria ser debida a una reducciôn en el numéro 
de espinas dendriticas, que podria ser especialmente importante en el caso de la CPF 
(Terry y Katzman 2001;Hedden y Gabrieli 2004).
Los cambios en la arborizaciôn dendritica del cerebro envejecido muestran que éste 
mantiene aun cierta plasticidad, aunque se cree que reducida con respecto al cerebro 
adulto (Rosenzweig 2003). Esta reducciôn de la plasticidad podria ser debida a la menor 
expresiôn de factores neurotrôficos, como el BDNF, que se ha observado en el
Introducciôn
hipocampo de ratas envejecidas (Smith y Cizza 1996;Hayashi et al, 2001) y que podria 
explicar parte de los déficits cognitivos asociados a la edad (Gooney et al, 2004). 
Ademâs, por otro lado, el cerebro envejecido es capaz de generar nuevas neuronas, si 
bien la proliferaciôn de estas nuevas neuronas es menor que en el cerebro joven, al 
menos en lo que respecta al giro dentado del hipocampo (Kuhn et al, 1996;Segovia et 
al, 2006).
El cerebro envejecido présenta, ademâs, grânulos de lipofucsina, hiperactividad 
astrocitaria y, en algunas especies, aunque no en roedores, el cerebro envejecido 
présenta ovillos neurofibrilares y plaças amiloides (Mora y Porras 1998). En cuanto al 
sistema vascular, el envejecimiento reduce la densidad de arteriolas y capilares 
corticales en la rata (Finch 1993).
2.2. Efectos neuroquimicos del envejecimiento.
El envejecimiento modifica diversos sistemas de neurotransmisiôn (Meites 1988;Sarter 
y Bruno 1998;Segovia et al, 2001;Mora et al, 2008). Nos centraremos a continuaciôn 
en los sistemas dopaminérgico, colinérgico y glutamatérgico, por ser objeto de estudio 
en el présente trabajo de investigaciôn.
2.2.1.Efectos del envejecimiento sobre el sistema dopaminérgico.
El efecto del envejecimiento sobre el sistema dopaminérgico se ha estudiado en 
profimdidad, pero sobre todo en la via mesoestriatal, por su relevancia en la enfermedad 
de Parkinson. El efecto del envejecimiento sobre la via mesocortical dopaminérgica ha 
sido menos estudiado y aquellos trabajos publicados al respecto muestran resultados 
contradictorios.
En cuanto a la via mesoestriatal dopaminérgica, se ha descrito una reducciôn de los 
receptores D1 y D2 y del transportador de dopamina en el estriado, no sôlo en roedores, 
sino también en primates y humanos (Morelli et al, 1990;Valerio et al, 1994;Bâckman 
et al, 2006). Estos cambios, sin embargo, no parecen ser tan claros en roedores en la via 
mesocortical y mâs concretamente en la corteza frontal (Morelli et al, 1991;Valerio et 
al, 1994), si bien en humanos esta caida parece ser mâs clara en lo que respecta a
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ciertos marcadores dopaminérgicos (Bâckman et al, 2006). Sin embargo, se ha 
mostrado que el envejecimiento produce cambios en el acoplamiento de la enzima 
adenilato ciclasa con los receptores D1 y D2 de dopamina en la corteza frontal, lo que 
es indice de un cambio en la actividad de los receptores dopaminérgicos en esta ârea 
cerebral con la edad (Barili et al, 1998).
Otro parâmetro muy estudiado en relaciôn con el sistema dopaminérgico es la 
concentraciôn de dopamina y sus metabolitos, fundamentalmente en tejido. De nuevo, 
mientras que en estriado se acepta que hay una caida clara de la dopamina y sus 
metabolitos con la edad (Godefroy et al, 1991;Lee et al, 1994;Tanila et al, 
1994;Miguez et al, 1999), en la CPF y la corteza frontal se han descrito menores 
niveles (Luine et al, 1990;Miura et al, 2002), ausencia de cambios (Goudsmit et al, 
1990;Godefroy et al, 1991;Tanila et al, 1994) o incluso un incremento en los niveles 
de dopamina con el envejecimiento (Venero et al, 1993). En otro trabajo, sôlo las ratas 
viejas con déficits cognitivos presentaban una reducciôn de los niveles de dopamina en 
la CPF (Lee g/a/., 1994).
Los trabajos que han empleado la técnica de microdiàlisis han mostrado, o bien una 
reducciôn (Gerhardt y Maloney 1999) o bien ausencia de cambios (Kametani et al, 
1995;Stanford et al, 2001) en la liberaciôn basai de dopamina en el estriado de ratas 
viejas. En la CPF se ha mostrado una reducciôn, aunque no muy acusada, de los niveles 
basales de dopamina (Del Arco et al, 2001a;Mizoguchi et al, 2009b). En cuanto a la 
liberaciôn de dopamina estimulada por agentes despolarizantes, en el estriado se ha 
mostrado que tanto altas dosis de potasio como la D-anfetamina producen menores 
incrementos de dopamina en el estriado de animales envejecidos (Kametani et al, 1995; 
Gerhardt y Maloney 1999;Stanford et a l, 2000;Purdom et al, 2003). En el caso de la 
CPF, los trabajos escasos. Se ha mostrado que el envejecimiento reduce la liberaciôn de 
dopamina en la CPF producida tanto por estrés como por altas concentraciones de 
potasio (Del Arco et al, 2001a;Mizoguchi et al, 2009b).
Existen, ademâs, algunos datos conductuales y farmacolôgicos que sugieren que la 
funciôn dopaminérgica en la CPF podria verse afectada con la edad. Asi, se ha descrito 
un déficit en la memoria de trabajo asociado a la edad, cuya causa primaria podria ser 
algùn cambio en el sistema dopaminérgico prefrontal (Braver y Barch 2002;Bâckman et
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al, 2006;Hains y Amsten 2008) y, de hecho, se ha mostrado que la inyecciôn local de 
agonistas de los receptores D1 en la CPF atenùa esos déficits tanto en ratas como en 
monos (Cai y Amsten 1997;Castner y Goldman-Rakic 2004;Mizoguchi et al, 2009b).
2.2.2. Efectos del envejecimiento sobre el sistema colinérgico.
La propuesta de la “hipôtesis colinérgica de la disfimciôn geriâtrica de la memoria” de 
Bartus et al (1982), asi como los trabajos que relacionaban la enfermedad de Alzheimer 
con una degeneraciôn de las neuronas colinérgicas del nùcleo basai de Meynert, 
impulsaron el estudio del sistema colinérgico en animales envejecidos en busca de 
cambios en este sistema que aconteciesen con la edad. La hipôtesis de Bartus et al 
proponia que los déficits cognitivos asociados al envejecimiento estaban relacionados 
con cambios en el sistema colinérgico, que daban lugar a una disfimciôn de este sistema 
asociada a la edad. Sin embargo, desde entonces, los efectos del envejecimiento sobre el 
sistema colinérgico, y mâs concretamente, sobre los nùcleos del prosencéfalo basai, han 
sido objeto de debate, e incluso algunos autores han puesto en duda la hipôtesis 
colinérgica (Decker 1987;Sarter y Bmno 1998;Morris 2002; pero ver Bartus 2000).
Algunos trabajos mostraron una reducciôn en el nùmero de neuronas que expresan 
colina-acetil transferasa y del receptor para NGF en el nùcleo basai magnocelular, 
séptum medial y la banda diagonal de Broca, y ademâs estos cambios se 
correlacionaban con los déficit en la ejecuciôn de los animales viejos de un laberinto 
acuâtico (Fischer et al, 1991;Fischer et al, 1992;Stemmelin et al, 2000). Sin embargo, 
el râpido incremento del nùmero de trabajos y la mejora de las técnicas estereolôgicas 
condujo a la conclusiôn que no hay una pérdida significativa de neuronas colinérgicas 
con el envejecimiento (Decker 1987;Finch 1993;Sarter y Bruno 1998;Schliebs y Arendt 
2006), aunque si se ha observado atrofia en estas células, que podria ser la causante de 
la reducciôn en la expresiôn de colina-acetil transferasa y en el receptor para NGF. De 
hecho, algunos autores proponen que, con el envejecimiento, las neuronas colinérgicas 
se toman mâs vulnérables y atrôficas debido, al menos en parte, a una caida en los 
niveles de NGF (Finch 1993;Schliebs y Arendt 2006). Por otro lado, se comenzaron a 
dilucidar las fimciones de la acetilcolina en el cerebro, sobre todo mediante estudios de 
lesiones empleando agentes neurotôxicos selectivos, y se propuso que la acetilcolina 
estaba implicada en la regulaciôn del flujo sanguineo o el sueno, y principalmente en los
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procesos atencionales, pero no parecia jugar un papel importante en los procesos de 
aprendizaje y memoria, al menos de forma directa (Dunnett et al, 1991;Wenk 
1997;Baxter y Chiba 1999). Sin embargo, se ha propuesto que este neurotransmisor 
podria jugar un papel regulador de la memoria mediante su interacciôn con otros 
sistemas de neurotransmisiôn (Decker y McGaugh 1991;Stemmelin et al, 2000).
Sumado a estas evidencias previas, el empleo de la técnica de microdiâlsis permitiô 
medir la liberaciôn de acetilcolina in vivo en animales viejos. Varios trabajos han 
mostrado que tanto la liberaciôn basai de acetilcolina como los incrementos de la misma 
producidos en diversas areas del cerebro por diversos estimulos no son diferentes entre 
animales jôvenes y viejos (Kurosawa et al, 1989a;Fischer et al, 1991;Moore et al, 
1992;Moore et al, 1996;Herzog et al, 2003). Estos trabajos sugieren que la capacidad 
del sistema colinérgico del prosencéfalo basai de responder a diversos estimulos no se 
ve afectada de forma significativa con la edad. Sin embargo, se han descrito efectos del 
envejecimiento sobre algunos marcadores colinérgicos, como es una reducciôn de la 
expresiôn de los receptores muscarinicos en corteza cerebral, hipocampo o estriado 
(Strong et al, 1986;Decker 1987;Bartus 2000). Ademâs, algunos trabajos han mostrado 
una menor respuesta del sistema colinérgico en animales viejos a la perfusiôn local de 
altas dosis de potasio en corteza frontal y frontoparietal (Moore et al, 1996;Herzog et 
al, 2003).
Existen pocos trabajos que hayan estudiado la respuesta a estrés del sistema colinérgico 
con el envejecimiento. Fischer et al (1991), mostraron que el incremento de acetilcolina 
producido por manipulaciôn del animal {handling) en hipocampo no difiere entre 
animales jôvenes y viejos, mientras que Mizuno y Kimura, (Mizuno y Kimura 1997) 
mostraron una menor respuesta colinérgica a la restricciôn del movimiento de los 
animales viejos en esta misma ârea cerebral.
2.2.3. Efectos del envejecimiento sobre el sistema glutamatérgico.
Dado el papel eminentemente excitador y su localizaciôn ubicua en el sistema nervioso 
central, se han estudiado con detalle los efectos del envejecimiento sobre este sistema a 
nivel neuroanatômico, de su actividad en condiciones basales o estimuladas, y de la
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expresiôn de receptores tanto pre- como postsinâpticos (para una revision detallada, ver 
Segovia et a l, 2001).
Los primeros efectos del envejecimiento sobre el sistema glutamatérgico que se 
observaron se centraron en estudios neuroanatômicos que mostraban atrofia del arbol 
dendritico de neuronas piramidales corticales, lo que conducia a una pérdida de sinapsis 
y espinas dendriticas (Segovia et al, 2001;Majdi et al, 2009). Estos hallazgos no 
aportaban, sin embargo, datos acerca del sistema glutamatérgico en si. Algunos trabajos 
posteriores evaluaron el contenido de glutamato en diversas regiones del cerebro y si 
sus niveles se veian afectados por el envejecimiento. Asi, se ha descrito una 
disminuciôn en los niveles de glutamato con la edad en la corteza cerebral compléta, en 
la CPF, en la corteza frontal o en el hipocampo (Segovia et al, 2001). Un articulo 
reciente ha mostrado una disminuciôn en los niveles de glutamato en la CPF, pero no en 
distintas regiones del hipocampo (Liu et al, 2009). Los niveles de glutamato en tejido 
no aportan informaciôn sobre si la disminuciôn de los niveles se produce en una 
fracciôn determinada del glutamato (por ejemplo, en la fracciôn del glutamato que se 
encuentra almacenado en vesiculas sinâpticas). Estos resultados no informan, por tanto, 
sobre la liberaciôn de glutamato, o sobre sus acciones pre- y post-sinâpticas.
Se ha evaluado, mediante técnicas in vitro e in vivo, el efecto del envejecimiento sobre 
la liberaciôn basai de glutamato en diversas regiones del cerebro. En general, no se 
observan efectos del envejecimiento sobre la liberaciôn basai de glutamato y este 
resultado es independiente del area cerebral y de la especie o cepa empleados (Segovia 
et al, 2001). Estos mismos resultados han sido obtenidos en CPF, estriado, nùcleo 
accumbens e hipocampo (Cobo et al, 1993;Segovia et al, 2006).
La liberaciôn estimulada de glutamato tampoco parece verse muy afectada por el 
envejecimiento. La mayoria de los estudios no han mostrado cambios con la edad de la 
liberaciôn de glutamato en diversas areas cerebrales, entre ellas la CPF, el hipocampo o 
el estriado, en respuesta a estimulos como una alta concentraciôn de potasio o a 4- 
aminopiridina (Segovia y Mora 2001). Sin embargo, se ha observado que la 
estimulaciôn eléctrica de la CPF a una intensidad que produce un incremento de 
glutamato en animales jôvenes no produce este incremento de glutamato en animales 
viejos (Cobo et al, 1993).
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Las concentraciones extracelulares de glutamato dependen, no solo de la liberaciôn, 
sino también del transporte de glutamato, que es el principal mecanismo de inactivaciôn 
del glutamato. Se ha descrito una reducciôn en el transporte de glutamato en la corteza 
cerebral y el estriado, pero este no parece tan importante en el hipocampo (Segovia et 
al, 2001). Sin embargo, cuando se toma en cuenta el componente glial, que es el que 
desempena fundamentalmente la funciôn de recaptura del glutamato présente en la 
sinapsis, se ha visto que el transporte no se ve afectado con la edad (Dawson, Jr. et al,
1989).
Posiblemente el cambio mas consistente del sistema glutamatérgico con la edad es el 
que concieme a la expresiôn de receptores NMD A. Varios trabajos han descrito una 
disminuciôn en la expresiôn tanto de ARN mensajero como de la proteina de diferentes 
subunidades de los receptores NMD A, o en los sitios de uniôn para los mismos, en 
diversas areas cerebrales, como son la CPF, el hipocampo o el estriado (Magnusson y 
Cotman 1993a;Magnusson 1998;Segovia et al, 2001). Se ha descrito ademâs menores 
respuestas con la edad en la via del inositol fosfato y una menor liberaciôn de dopamina 
en el hipocampo inducida por activaciôn de receptores NMD A (Gonzales et al, 1991). 
También se ha mostrado una menor actividad de la via de la adenilato ciclasa con la 
edad, la cual se activa en respuesta a la uniôn del glutamato a los receptores NMDA 
(Araki et al, 1995). Algùn trabajo no ha mostrado, sin embargo, cambios en expresiôn 
de las subunidades NRl o NR2A/B con la edad en la CPF, hipocampo o estriado (Majdi 
et al, 2009).
En cuanto a la expresiôn de otros receptores glutamatérgicos, los receptores AMP A no 
cambian con la edad en corteza frontal, pero si en algunas subregiones del hipocampo 
(Magnusson y Cotman 1993b), Recientemente, sin embargo, se ha observado una 
reducciôn de la subunidad GluR2 en la CPF (Majdi et al, 2009). Los receptores de 
kainato, tampoco parecen verse afectados por la edad en corteza frontal o hipocampo 
(Magnusson y Cotman 1993b;Magnusson 1998). Por ultimo, se ha descrito un 
incremento con la edad de la expresiôn de los receptores metabotrôpicos 1, 2 y 3 en la 
corteza frontal, hipocampo y estriado de animales viejos (Simonyi et al, 2005). 
Asimismo, se ha mostrado que la perfusiôn local de un agonista de estos receptores 
(ACPD) en la CPF produce una menor liberaciôn de GABA en esta misma ârea cerebral 
en animales viejos (Segovia y Mora 2005).
15
Introducciôn
2.3. Efectos del envejecimiento sobre el eje hipotàlamo-hipôfîsis-adrenal.
El envejecimiento se ha definido como la pérdida en la capacidad para mantener la 
homeostasis del organisme (Everitt y Meites 1989), Dado que el estrés supone ademâs 
una amenaza sobre la homeostasis del organisme, pronto se tratô de relacionar ambos 
conceptos entre si. Asi, del estudio de la relaciôn entre la respuesta a estrés y el 
envejecimiento, surgiô la “hipôtesis de la cascada de glucocorticoides” (Sapolsky et al, 
1986), que se centraba en el hipocampo envejecido y su relaciôn con el eje hipotalamo- 
hipôfisis-adrenal (HHA). Esta hipôtesis sugiere que ciertos cambios asociados a la edad 
en la regulaciôn del eje HHA producen neurotoxicidad y muerte neuronal en el 
hipocampo dando lugar, como consecuencia de ello, a una hipersecreciôn de CORT en 
las ratas viejas, debida al papel regulador del hipocampo sobre la actividad del eje HHA 
(Sapolsky et al, 1984;Herman et al, 1989;Jacobson y Sapolsky 1991). Ademâs, estos 
cambios en la anatomia y funciôn del hipocampo explicarian los déficits cognitivos 
asociados a la edad. La “hipôtesis de la cascada de glucocorticoides” asume, de hecho, 
que los may ores incrementos de CORT plasmâtica en respuesta a estrés observados en 
los animales viejos dan lugar a una mayor elevaciôn de los niveles de CORT libre en el 
cerebro, facilitando de ese modo la neurotoxicidad sobre âreas sensibles a la CORT y 
que participan en distintos procesos cognitivos, como el hipocampo y la CPF (Squire y 
Zola-Morgan 1988;Robbins y Roberts 2007).
Las evidencias que apoyan esta hipôtesis son numerosas. Las ratas viejas muestran una 
mâs lenta recuperaciôn de los niveles basales de CORT plasmâtica tras un estimulo 
estresante (Sapolsky et al, 1984;Lorens et al, 1990;van Eekelen et al, 1992;Segar et 
al, 2009). Por otro lado, y de forma interesante, esos mayores niveles de CORT en las 
ratas viejas se correlacionan de forma positiva con los cambios asociados a la edad en el 
hipocampo de ratas dahadas cognitivamente {cognitively impaired) (Issa et al, 
1990;Nichols et al, 2001;Bizon et al, 2001). Otros trabajos han mostrado que la CORT 
altera la estructura y funcionalidad del hipocampo (Landfield y Lynch 1978;Hibberd et 
al, 2000;Herbert et al, 2006) y aunque en un principio se creyô que producia muerte 
celular en el hipocampo, hoy se cree que estos cambios estructurales y funcionales estân 
mâs relacionados con alteraciones en los ârboles dendriticos y espinas de las neuronas 
hipocampales (Sousa et al, 1998;Hibberd et al, 2000;McEwen 2000;Herbert et al, 
2006). Sin embargo, si se ha mostrado una modulaciôn de la CORT sobre la
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neurogénesis en el hipocampo (Cameron y Gould 1994;Kim y Diamond 2002;Mirescu y 
Gould 2006). Por ultimo, también se ha observado que la lesion del hipocampo produce 
hipersecreciôn de CORT en respuesta a un estimulo estresante (Magarinos et al, 
1987;Herman er a/., 1989).
La CPF no puede excluirse de la “hipôtesis de la cascada de glucocorticoides” por 
varios motivos. En primer lugar, porque esta ârea cerebral présenta, al igual que el 
hipocampo, una alta densidad de receptores para glucocorticoides de tipo GR (Reul y de 
Kloet 1985;Meaney y Aitken 1985;McEwen et al, 1986). También se ha mostrado que 
la CORT produce alteraciones en la estructura y funcionalidad de la CPF sin producir 
muerte celular (Cerqueira et al, 2007) y que las lesiones de esta ârea cerebral producen 
hipersecreciôn de CORT tras una situaciôn de estrés (Diorio et al, 1993;Brake et al, 
2000;Radley et al, 2006). Por tanto, la CPF podria sufrir cambios durante el 
envejecimiento junto al hipocampo que condujesen a la alteraciôn de la regulaciôn del 
eje HHA, dando lugar a hipersecreciôn de CORT en respuesta a estrés y posterior dano 
sobre la CPF y el hipocampo, contribuyendo, de ese modo a la “cascada de 
glucocorticoides”. Algunos trabajos han mostrado ademâs una reducciôn en la densidad 
de GRs tanto en la CPF como en el HC de animales viejos que podria contribuir a los 
problemas en la regulaciôn del eje HHA por parte de las ratas viejas. (van Eekelen et 
al, 1992;Bizon et al, 2001;Mizoguchi et al, 2009a).
La hipôtesis de la “cascada de glucocorticoides” ha sido modificada con el tiempo 
debido a ciertas inconsistencias entre la propuesta teôrica y los datos expérimentales y 
ha pasado a denominarse “hipôtesis de la neurotoxicidad”. Ésta propone que la 
exposiciôn prolongada a glucocorticoides reduce la capacidad de las neuronas de hacer 
frente a diverses ataques, incrementando la tasa de dano sobre éstas por otras sustancias 
tôxicas o por el desgaste ordinario. Esta hipôtesis, por tanto, concede mâs importancia a 
los niveles basales de CORT que a los incrementos de CORT producidos en respuesta a 
estrés (Sapolsky 1999;Conrad, 2008;Lupien g/ a/., 2009).
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2.4. Efectos conductuales del envejecimiento.
Son numerosos los articulos dedicados a estudiar los efectos del envejecimiento sobre 
diverses paramétrés conductuales. Se han estudiado paramétrés tan variados como la 
actividad motora, la memoria espacial, la memoria de trabajo o la atenciôn, y en casi 
todos los cases se ha mostrado un efecto negative del envejecimiento sobre estes.
La actividad motora en un ambiente novedoso es menor en animales viejos que en 
animales jôvenes, lo que se ha sugerido que es anâlogo a la bradiquinesia en humanos 
de avanzada edad (Nyakas et al, 1992;Huang et al, 1995;Crawford y Levine 
1997;Yurek et al, 1998). Algunos autores discrepan de esta idea generalizada y 
proponen la hipôtesis altemativa de que los animales viejos mostrarian un menor interés 
por los ambientes novedosos, que se traduciria en una menor exploraciôn de dichos 
ambientes (Salchner et al, 2004;Hunt et al, 2009).
La memoria espacial puede evaluarse mediante el empleo de diversas pruebas, entre las 
que se encuentran el laberinto acuâtico de Morris {water maze) o el laberinto radial. 
Numerosos articulos han mostrado una menor capacidad de aprendizaje y realizaciôn de 
estas tareas en animales viejos (Kikusui et al, 1999;Shukitt-Hale et al, 2004;Lores- 
Amaiz et al, 2006;Jacobson et al, 2008). Asimismo, otros trabajos han mostrado que la 
memoria de trabajo, evaluada mediante un laberinto radial o en forma de T en el caso de 
ratas, o mediante una prueba que requiere movimientos sacâdicos de los ojos en monos, 
se encuentra reducida en animales viejos (Tanila et al, 1994;Cai y Amsten 
1997;Bimonte et al, 2003;Castner y Goldman-Rakic 2004;Jacobson et al, 
2008;Mizoguchi et al, 2009b). También se han mostrado efectos negativos del 
envejecimiento sobre pruebas que evalùan la atenciôn (Harati et a l,2009).
Una cuestiôn interesante en los estudios de conducta en relaciôn con el envejecimiento 
esta en separar aquellos animales viejos que no muestran déficits cognitivos de aquellos 
que si los muestran. El laberinto acuâtico de Morris permite llevar a cabo esta 
separaciôn, aunque el numéro de animales necesarios en estos estudios es bastante alto 
(en tomo a 100), motivo por el que, aunque séria deseable realizar esta separaciôn, no 
siempre es posible. Aùn asi, aquellos estudios que han realizado esta separaciôn entre 
animales viejos “danados cognitivamente” frente a “no danados cognitivamente”, ha
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permitido relacionar a los primeros con una pérdida de marcadores colinérgicos (Fischer 
et al, 1991;Fischer er a/., 1992;Lee e/a/., 1994;Stemmelin e/a/., 2000) dopaminérgicos 
(Lee et al, 1994) o con cambios en el eje hipotalamo-hipôfisis-adrenal (Issa et al,
1990). Pero también ha servido para mostrar que no existe una caida en el numéro de 
neuronas en hipocampo con la edad, incluso en ratas que muestran dano cognitivo 
(Rasmussen et al, 1996;Rapp y Gallagher 1996).
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3. LA CORTEZA PREFRONTAL.
3.1. Estructura neuroanatômica de la corteza prefrontal.
La corteza prefrontal (CPF) es la region cortical mâs anterior del lôbulo frontal del 
cerebro de mamiferos (Fuster 1997). Esta ârea es la que ha alcanzado un desarrollo 
filogenético mâs tardio en el ser humano, con un volumen relativo superior a cualquier 
otra especie (Preuss 1995). Es por ello que se ha discutido ampliamente acerca de la 
homologia entre las distintas regiones que se han diferenciado en la CPF en roedores y 
primates (Preuss 1995;Brown y Bowman 2002;Uylings et al, 2003). No obstante, 
parece haberse llegado al consenso de que, a pesar de que en los primates las funciones 
en las que se ve involucrada la CPF puedan ser mâs amplias que en el caso de roedores, 
la CPF de estos ùltimos présenta homologia con la CPF de los primeros (Uylings et al,
2003). Asi, la defrnicion mâs aceptada para la CPF tanto en roedores como en primates 
es que ésta es la region cerebral que recibe aferencias reciprocas del nùcleo mediodorsal 
talâmico, una caracteristica anatômica présente en todos los mamiferos (Fuster 1997).
Estudios anatômicos, neuroquimicos y de las conexiones reciprocas entre la CPF y otras 
âreas cerebrales han permitido diferenciar las siguientes regiones en la CPF (Leonard 
1969;Leonard 1972;Dalley et al, 2004), que se muestran en la Figura 1 :
-Frontal medial: es la mayor porciôn de la pared medial, anterior y posterior a la 
rodilla del cuerpo calloso, y a su vez se divide en:
-Region dorsal: formada por las cortezas precentral y cingulada anterior. 
-Region ventral: formada por las cortezas prelimbica, infralimbica y 
orbital medial.
-Lateral: formada por las cortezas insular agranular ventral, insular agranular 
dorsal y orbital lateral.
-Ventral: formada por las cortezas orbital ventral y orbital ventral lateral.
Cada una de estas subregiones de la CPF présenta funciones asociadas diferentes que 
vienen determinadas por sus conexiones con otras âreas cerebrales o incluso con otras 
de la propia CPF (Dalley et al, 2004). El présente trabajo de investigaciôn se centré en 








Figura 1. Esquema de la CPF de la rata, (a) Vista lateral; (b) Secciôn coronal unilateral. En el esquema se 
muestran las très principales subdivisiones de la CPF (medial, ventral y lateral). Abreviaturas: ACg: 
corteza cingulada anterior; AID: corteza insular agranular dorsal; AIV: corteza insular agranular ventral; 
AOM: nùcleo olfatorio anterior medial; AOV: nùcleo olfatorio anterior ventral; cc: cuerpo calloso; Cg2: 
corteza cingulada; gcc: rodilla del cuerpo calloso; IL: corteza infralimbica; LO: corteza orbital lateral; 
M l: ârea motora primaria; MO: corteza orbital medial; OB: bulbo olfatorio; PrL:corteza prelimbica; PrC: 




En la corteza cerebral existen, en general, dos tipos de neuronas denominadas espinosas 
y no espinosas. Las neuronas espinosas pueden ser piramidales y no piramidales (De 
Felipe y Farinas 1992).
Las neuronas no espinosas son intemeuronas con distintas morfologias y patrones de 
arborizaciôn dendritica. Constituyen del 15 al 30% de las neuronas de la corteza 
cerebral y estan présentes en todas las âreas y capas corticales. La mayoria de estas 
intemeuronas liberan el neurotransmisor GABA (Somogyi et al, 1998).
Las neuronas piramidales son las células nerviosas mâs abondantes en todas las âreas 
corticales (70-85% del total) y estân présentes en todas las capas, excepto en la I. Son 
las ùnicas neuronas de proyecciôn de la corteza y son exclusivas de ella. En cualquier 
caso, constituyen un gmpo heterogéneo, con caracteristicas morfolôgicas diferentes 
(tamano del soma, arborizaciôn dendritica, colaterales axônicas, etc.), e incluso con 
distintas aferencias, lo que podria traducirse en diferencias funcionales entre los 
distintos subtipos de neuronas piramidales (De Felipe y Farinas 1992;Somogyi et al,
1998). La neurona piramidal tipica présenta un soma triangular. De su polo superior 
nace una dendrita que se dirige hacia la superficie dando lugar a ramas oblicuas hasta 
alcanzar la capa I, donde se ramifica profusamente. En la base del soma se origina un 
sistema de largas dendritas dirigidas transversalmente o hacia capas mâs profundas. La 
superficie de las dendritas estâ cubierta de numerosas espinas. En la base de la célula se 
origina el axôn, que se dirige hacia la profundidad abandonando la corteza, después de 
emitir varias colaterales que constituyen circuitos intracorticales de retroalimentaciôn. 
Estas neuronas liberan el neurotransmisor glutamato.
Las neuronas espinosas no piramidales son intemeuronas confinadas generalmente en 
las capas médias de la corteza. Existen varios tipos morfolôgicos, segùn la especie, el 
ârea cortical y la capa en que se encuentran.
Las neuronas piramidales y las intemeuronas se encuentran interconectadas (De Felipe 
y Farinas 1992;Somogyi et al, 1998) y reciben aferencias desde otras âreas cerebrales, 
que liberan diferentes neurotransmisores.
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3.2. Estructura neuroquimica de la corteza prefrontal.
3.2.1. Neurotransmisores en la corteza prefrontal.
La CPF es un ârea cerebral profusamente inervada, Ello hace que también sean 
multiples los neurotransmisores présentes en ella y que modulan su actividad. Entre 
estos neurotransmisores se encuentran la dopamina (Lindvall et al, 1978;Kalsbeek 
1989;Pamavelas 1990), acetilcolina (Mora y Ferrer 1986;Descarries et al, 
1991;Descarries et al, 1997), glutamato (Somogyi et al, 1998;Del Arco et al, 2003), 
GABA, serotonina, noradrenalina o péptidos opioides (Fonnum 1984;Mora y Ferrer 
1986;Pamavelas 1990;Somogyi et al, 1998). Algunos de estos neurotransmisores se 
describen a continuaciôn por haber sido objeto de estudio en el présente trabajo de 
investigaciôn. Para informaciôn mâs detallada sobre estos neurotransmisores pueden 
consultarse Cooper et a l, (1996) o Siegel et a l, (1999).
3.2.1.x. Dopamina.
La dopamina procédé de las aferencias que llegan a través de la via mesocortical, 
formada por neuronas dopaminérgicas cuyo soma se encuentra en el ârea tegmental 
ventral (A 10) y que dirigen sus axones hacia la CPF a través del haz prosencefâlico 
medial (Hokfelt et al, 1974;Thierry et al, 1976), aunque también proyecta a otras âreas 
como estriado ventral y la parte ventro-medial de la cabeza del caudado-putamen 
(Bjôrklund y Dunnett 2007)(Figura 2). Una pequena proporciôn de la dopamina de la 
CPF procédé de la sustancia negra medial y dorsal (Amsten 1998;Bjôrklund y Dunnett 
2007;Martin et al, 2008). Los contactos sinâpticos se producen sobre todo a través de 
las varicosidades présentes en los axones dopaminérgicos y llegan tanto a dendritas 
como a espinas dendriticas en capas profundas de la corteza (Pamavelas 
1990;Tzschentke 2001). Si bien inicialmente se considéré a la dopamina como un 
neurotransmisor inhibidor, hoy dia se enfatiza mâs su papel como neuromodulador 
(Thierry et al, 1990;Tzschentke 2001;Seamans y Yang 2004).
Algunos autores han diferenciado entre la liberaciôn tônica de dopamina, que da lugar a 
una acciôn extrasinâptica de este neurotransmisor, y una acciôn fâsica, que se daria sôlo 
a nivel de la hendidura sinâptica y que mediaria funciones diferentes a las de la
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dopamina tônica (Williams y Castner 2006;Grace et al, 2007;Goto et al, 2007). Se ha 
propuesto, de hecho, que las funciones en las que participa la dopamina podrian ser 
diferentes en funciôn de la concentraciôn de ésta, de la localizaciôn mayoritaria de los 
receptores (sinâptica o extrasinâptica), asi como de su afmidad por la dopamina 
(Seamans y Yang 2004). Asi, en la CPF, la dopamina présenta una especial facilidad 
para alcanzar el espacio extrasinâptico, pudiendo alcanzar sinapsis relativamente 
lejanas, debido a que los transportadores de dopamina présentes en las fibras 
dopaminérgicas que alcanzan esta ârea (especialmente la divisiôn prelimbica) se 
expresan en baja densidad y no en las varicosidades, sino en zonas mâs distales, al 
contrario de lo que ocurre en otras âreas donde la dopamina no difunde tanto, como el 
estriado o la corteza cingulada (Sesack et al, 1998). La Figura 3 muestra un esquema 









Figura 2. Esquema de un corte sagital de un cerebro de rata que muestra las principales vias 
dopaminérgicas. Marcada en verde se muestra la via mesocortical, que se inicia en el ârea tegmental 
ventral (ATV) y concluye en la corteza prefrontal (CPF). También de ATV parte la via mesolfmbica, que 
envia proyecciones a diferentes regiones del sistema limbico entre las que se encuentran el nùcleo 
accumbens (N.Acc) o la amigdala (Am). Entre las proyecciones del ATV también se encuentran el 
hipocampo o el locus coeruleus. Otro gran haz de fibras colinérgicas parte de la sustancia negra (SN) y 
concluye en el estriado (St). También se encuentran neuronas dopaminérgicas en la eminencia media, que 
proyectan sus axones hacia la hipôfisis. (modificado de Fuster 2009).
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La expresiôn y farmacologia de los receptores de dopamina se ha estudiado 
detalladamente (Siegel et al, 1999), ya que estos receptores son la diana principal de 
algunos tratamientos frente a la esquizoffenia, la enfermedad de Parkinson o la corea de 
Huntington. Los receptores de dopamina se dividen en dos familias, los receptores D1 y 
los D2. En la familia D1 se encuentran los D1 y los D5. Los D1 son mâs abondantes en 
la CPF (Goldman-Rakic 1996), presentan una sensibilidad similar a la de los D5 a 
agonistas, pero se desensibilizan con mayor facilidad que estos ùltimos (Seeman y Van 
Toi 1994). En la familia D2, se encuentran los D2 (variantes corta y larga), D3 y D4, 
siendo el D4 el mâs abondante de ellos en la CPF (Tzschentke 2001;Dalley y Everitt 
2009). En el humano, existen un gran numéro de variantes, tanto de los receptores D3, 
como de los D4 (Seeman y Van Toi 1994). Los receptores D4 podrian ser relevantes en 
la esquizoffenia ya que se ha mostrado que son el principal sitio de acciôn de 
antipsicôticos atipicos como la clozapina (Sibley y Monsma 1992;Seeman y Van Toi 
1994).
Todos los receptores de dopamina son similares estructuralmente, presentando 7 
segmentos transmembrana, con el extremo N-terminal hacia el espacio extracelular y el 
C-terminal hacia la regiôn intracelular y un sitio de fosforilaciôn dependiente de AMP 
cfclico en el tercer bucle citosôlico (Cooper et al, 1996). Los receptores D1 son 
postsinâpticos, se encuentran en neuronas piramidales e intemeuronas GABAérgicas y 
actùan a través de proteinas G, activando a la enzima adenilato ciclasa. Los receptores 
D2 son pre- y postsinâpticos e inhiben a la adenilato ciclasa, ademâs de producir otros 
efectos moleculares, como la activaciôn de canales de o la inhibiciôn de canales de 
Ca^ ,^ que conducen a la inhibiciôn de la sintesis y liberaciôn de dopamina en la 
terminaciôn presinâptica (Sibley y Monsma 1992;Cooper et al, 1996;Seamans y Yang 
2004). Se ha propuesto que los autorreceptores D2 presentan una mayor afinidad por 
agonistas que los receptores D2 postsinâpticos (Sibley y Monsma Jr, 1992). En 
ocasiones se han descrito efectos sinérgicos entre los receptores D1 y D2 (Sibley y 
Monsma 1992;Seeman y Van Toi 1994)
A nivel funcional, la dopamina en la CPF se ha relacionado con procesos como la 
respuesta a estrés (Thierry et al, 1976), la memoria de trabajo (Goldman-Rakic 
1995;Floresco y Magyar 2006), la atenciôn (Robbins 1997;Chudasama y Robbins 
2004), la flexibilidad cognitiva (Ragozzino 2002;Robbins y Roberts 2007), el
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procesamiento de la recompensa y la asociaciôn acciôn-respuesta en relaciôn con ella 
(Spanagel y Weiss 1999;Tzschentke y Schmidt 2000;Dalley y Everitt 2009), la 
modulaciôn de la LTP de las proyecciones desde el hipocampo a la CPF (Goto et al,











Figura 3. Esquema de una sinapsis dopaminérgica. La dopamina (DA) se sintetiza a partir de tirosina 
(Tyr), cuyo principal origen se encuentra en la dieta, y que es transformada en L-DOPA por la enzima 
tirosina hidroxilasa (TH), que es la enzima reguladora de la ruta de sintesis de la dopamina. La L-DOPA 
es descarboxilada por la L-AADC dando lugar a la dopamina. Ésta es almacenada en vesiculas gracias a 
un transportador vesicular, y se libera mediante exocitosis dependiente de Ca^ .^ En la postsinapsis puede 
actuar sobre sus receptores D1 o D2. En la presinapsis la dopamina puede unirse a receptores D2 
(autorreceptores), que regulan la sintesis y liberaciôn del neurotransmisor. En el espacio sinâptico, la 
dopamina puede inactivarse mediante la enzima catecol-o-metiltransferasa (COMT), que transforma la 
dopamina en el metabolito 3-metiltiramina (3MT) y que por acciôn de la monoaminooxidasa (MAO) se 
transforma en âcido homovanilico (HVA). La dopamina puede ser recaptada por transportadores de 
dopamina (DAT) présentes en la terminal presinâptica, mediante transporte activo. Ademâs, la dopamina 
puede diftmdir a través del espacio extracelular y actuar sobre receptores extrasinâpticos (transmisiôn por 
volumen)(Zoli et al, 1999). En el interior de la terminal presinâptica, la dopamina es degradada por la 




La acetilcolina procédé en su mayor parte de las aferencias que llegan desde el 
prosencéfalo basai, especialmente desde el nùcleo basai magnocelular (grupo Ch4), que 
forma parte de la sustancia innominada (Rye et al, 1984;Kurosawa et al, 
1989a;Pamavelas 1990;Jacobson et al, 2008)(Figura 4). Los contactos sinâpticos se 
producen sobre todo a través de las varicosidades présentes en los axones colinérgicos y 
llegan tanto a dendritas como a espinas dendriticas (Descarries et al, 1991;Descarries et 
al, 1997). Estos axones inervan todas las capas de la corteza cerebral y aunque se creia 
que su inervaciôn era difusa hoy se sabe que pequenos grupos de células colinérgicas 
proyectan sobre zonas muy concretas de la corteza (Pamavelas 1990). Ademâs, una 
pequena parte de la acetilcolina (en tomo al 5% del total) procédé de intemeuronas 
colinérgicas situadas sobre todo en las capas corticales II y III (Fuster 1997). La 
acetilcolina ejerce un papel modulador sobre la actividad de la CPF (Lucas-Meunier et 
al, 2003). Al igual que en el caso de la dopamina, se ha sugerido que la liberaciôn 
7tônica de acetilcolina frente a su liberaciôn fâsica podrian jugar papeles diferentes, de 
modo que la actividad tônica jugaria un papel mâs importante en la activaciôn general 
del animal {arousal) y mantenimiento de ésta y la actividad fâsica jugaria un papel en 
procesos mâs concretos relacionados, sobre todo, con la atenciôn selectiva (Parikh y 
Sarter 2008;Sarter et al, 2009). También, como en el caso de la dopamina, se ha 
sugerido que la acetilcolina puede alcanzar sinapsis relativamente lejanas gracias a que 
puede salir fâcilmente de la regiôn sinâptica (Descarries et al, 1997;Zoli et al, 1999). 
La Figura 5 muestra un esquema de una sinapsis colinérgica y el metabolismo de la 
acetilcolina.
Los receptores colinérgicos se dividen en dos grandes gmpos: nicotinicos y 
muscarinicos. Los receptores nicotinicos son ionotrôpicos y son homo- o 
heteropentâmeros de subunidades a  (desde a : a aïo) y P (desde p2 hasta P4) en el 
sistema nervioso central (Gotti et al, 2007). Las combinaciones mâs abundantes en la 
corteza cerebral de roedores son el heteropentâmero formado por subunidades aVPi y el 
homopentâmero a? (Gotti et al, 2007). Se localizan tanto pre- como postsinâpticamente 
y presentan permeabilidad para cationes K ,^ Na^ o Ca^ ,^ dependiendo de la 
combinaciôn de subunidades de la que estén compuestos (Taylor y Brown 1999). Estos
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receptores pueden regular la liberaciôn de acetilcolina, dopamina, glutamato, GABA y 
noradrenalina a nivel presinâptico (Gotti et al, 2007). Por otro lado, los receptores 
muscarinicos son metabotrôpicos y se conocen variantes que abarcan desde la Mi a la 
M7 . Son receptores acoplados a proteinas G y pueden actuar directamente sobre canales 
iônicos o bien sobre cadenas de segundos mensajeros (Cooper et al, 1996). Los M2 y 
M4 son presinâpticos, mientras que Mi M3 y M$ son postsinâpticos (Taylor y Brown
1999). En la corteza cerebral se expresan desde el Mi al M5 , siendo el Mi y el M3 los 
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Figura 4. Esquema de un corte sagital de un cerebro de rata que muestra las principales vias colinérgicas. 
En rojo se muestra la via que parte del nùcleo basai magnocelular, que se encuentra inmerso en el 
telencéfalo basai (BF) y que proyecta a la corteza prefrontal (CPF). Desde BF también parten axones 
hacia diferentes regiones de la corteza cerebral, hacia el hipocampo (via septo-hipocampal) o hacia el 
bulbo olfatorio (BO): El otro gran origen de neuronas colinérgicas se encuentra en el nùcleo 
interpeduncular (IP), que proyecta a diversas regiones cerebrales entre las que se encuentran el tâlamo, la 
habémula ,el tectum, el cerebelo, el hipotâlamo o la sustancia negra (SN). También existen intemeuronas 
colinérgicas en el estriado (St), el nùcleo accumbens o la CPF (modificado de Fuster 2009).
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Entre las funciones con las que se ha relacionado a la acetilcolina en la CPF se 
encuentran la memoria de trabajo (Hironaka et al, 2001), la atenciôn (Baxter y Chiba 
1999;Dalley et al, 2004;Kozak et al, 2005), el aprendizaje inverso (Robbins y Roberts












Figura 5. Esquema de una sinapsis colinérgica. La sintesis de acetilcolina (ACh) se produce tras la 
reacciôn quimica catalizada por la enzima colina acetil transferasa (ChAT), que transfiere un grupo 
acetilo a la colina, la cual procédé del metabolismo celular, de la membrana celular o, en su mayor parte, 
del espacio extracelular. La acetilcolina sintetizada se almacena en vesiculas gracias a un transporte 
activo al interior de éstas, y se libera por exocitosis dependiente de Ca^ .^ En el espacio extracelular la 
acetilcolina puede actuar sobre receptores nicotinicos o muscarinicos: los primeros son ionotrôpicos; los 
segundos, metabotrôpicos. Tanto los receptores ionotrôpicos como los metabotrôpicos pueden 
encontrarse también en la terminal presinâptica (autorreceptores) regulando la sintesis y liberaciôn de 
acetilcolina. La enzima acetilcolinesterasa (Achasa), que escinde la molécula de acetilcolina en una de 
colina y un grupo acetilo da lugar a la inactivaciôn de la acetilcolina en el espacio extracelular. Ademâs, 
la acetilcolina puede difundir a través del espacio extracelular y actuar sobre receptores extrasinâpticos 
(transmisiôn por volumen)(Zoli et al, 1999). La colina es recaptada por la terminal presinâptica por 
medio de un transportador de colina, a través de un transporte activo introduce a la colina en la terminal, 




La CPF es un ârea profusamente inervada por vias glutamatérgicas, que proceden de 
diversas âreas cerebrales y alcanzan todas las capas corticales. Estas terminaciones 
tienen su origen principalmente en neuronas espinosas piramidales intrinsecas, en 
aferencias talamocorticales (principalmente el nùcleo mediodorsal) y en aferencias 
desde otras âreas de corteza (Fonnum 1984;Peinado y Mora 1986;Mora y Cobo 
1990;De Felipe y Farinas 1992;Somogyi et al, 1998). También son importantes por sus 
implicaciones funcionales las aferencias glutamatérgicas desde el hipocampo (Cotman 
et al, 1987;Carr y Sesack 1996). Ademâs, las neuronas piramidales controlan 
localmente la actividad de la CPF a través de axones récurrentes (Figura 6 ). Estas 
neuronas piramidales se distribuyen en las capas corticales II a VI (Pamavelas 1990). 
Las neuronas piramidales présentes en la CPF envian a su vez proyecciones 
glutamatérgicas reciprocas a muchas de las âreas cerebrales de las que recibe aferencias 
(Vertes 2004)(ver Figura 6 ).
Probablemente son las neuronas grandes de la capa V las responsables de la mayor 
eferencia glutamatérgica cortical a estmcturas subcorticales. Como en el resto del 
sistema nervioso central, el glutamato ejerce una acciôn sinâptica que es 
fundamentalmente excitadora (Fonnum 1984;Somogyi et al, 1998), aunque puede 
ejercer un papel neuromodulador a través de su uniôn a receptores metabotrôpicos. 
Algunos autores han propuesto, sin embargo, funciones diferentes del glutamato en 
funciôn de si éste se encuentra en el espacio sinâptico o en el extrasinâptico (Zoli et al, 
1999; ver Discusiôn de Métodos). Por ejemplo, se ha propuesto que el glutamato, al 
unirse a receptores NMDA présentes en la regiôn sinâptica favoreceria la supervivencia 
celular, mientras que cuando se une a los que se encuentran en la regiôn extrasinâptica 
favoreceria la muerte celular (Cull-Candy et al, 2001;Hardingham y Bading 2003).
Existen receptores ionotrôpicos y metabotrôpicos para glutamato. Los ionotrôpicos, 
caracterizados por su afinidad por distintas moléculas, son:
-Receptores AMP A: son canales iônicos para iones monovalentes (Na^ y K^), pero 
también son permeables a Ca^ .^ Estân formados por una combinaciôn multiple de 4 
subunidades (GluRl-GluR4), que darâ lugar a diferentes caracteristicas funcionales.
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(Cooper et al, 1996;Rao y Finkbeiner 2007). Se pueden situar tanto en la zona sinâptica 
como en la extrasinâptica y su localizaciôn puede condicionar, a su vez, la de los 
receptores NMDA.
-Receptores NMDA: son canales catiônicos permeables a Na^ y a Ca^  ^y su activaciôn 
es dependiente de potencial, razôn por la que a menudo se encuentran situados cerca de 
los receptores AMP A (Cooper et al, 1996). En la postsinapsis, estos receptores tienden 
a encontrarse embebidos en una estructura proteica denominada densidad postsinâptica 
(Rao y Finkbeiner 2007). Su estructura estâ formada por varias subunidades (NRl a 
NR4) que presentan a su vez, variantes generadas por splicing. Todos presentan varias 
subunidades NRl y al menos una NR2 y las distintas combinaciones de subunidades 
dan lugar a diferencias funcionales (Cull-Candy et al, 2001). Tanto los receptores 
AMP A como los NMDA participan en la generaciôn de la LTP y en otras respuestas a 
la estimulaciôn continuada, como la formaciôn de nuevas espinas dendriticas, a través 
de seûales de calcio que promueven la activaciôn de diverses factores de transcripciôn 
(Rao y Finkbeiner 2007). Ambos tipos de receptores se encuentran altamente 
expresados en el hipocampo y la corteza cerebral, que son regiones cerebrales muy 
implicadas en los procesos de memoria y aprendizaje (Faroqui y Horrocks 1991;Cooper 
et al, 1996). Se ha sugerido la presencia de receptores AMP A y NMDA tanto en la 
presinapsis como en la postsinapsis de neuronas piramidales glutamatérgicas y de 
intemeuronas GABAérgicas (Somogyi et al, 1998).
-Receptores kainato: presentan permeabilidad para Na^ y K .^ Se han identificado hasta 5 
subtipos de receptores de kainato (GluKl-GluK5) (Jane et al, 2009). Su funciôn no es 
clara todavia, sobre todo debido a los escasos agonistas selectivos que existen para estos 
receptores (Rao y Finkbeiner 2007;Jane et al, 2009). Su localizaciôn es complementaria 
a la de los receptores AMP A y NMDA, si bien, estân ampliamente distribuidos en el 
sistema nervioso central (Sprengel y Seeburg 1993).
En cuanto a los receptores metabotrôpicos, se han descrito hasta 8  tipos diferentes 
(mGluRl-8 ), que se han clasificado con diferente afinidad por diversos agonistas y su 
acciôn sobre diferentes vias de segundos mensajeros (Schoepp y Conn 1993;Pin y 
Duvoisin 1995;Cooper et al, 1996). Asi, los mGluRl y 5 responden mejor al 
quiscualato y su estimulaciôn activa la via del inositol fosfato y, por tanto, la liberaciôn
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de desde el reticulo endopiâsmico. Los mGluR2 y 3 responden mejor a trans-1- 
aminociclopentano-1,3-dicarboxilato y su estimulaciôn inhibe a la enzima adenilato 
ciclasa. Los mGluR4, 6  y 7 responden mejor al L-amino-4-fosfonobutirato y su 
activaciôn también inhibe a la adenilato ciclasa. Estos receptores pueden situarse tanto 
pre- como postsinâpticamente. Su acciôn presinâptica puede ser tanto inhibidora como 
activadora de la liberaciôn de glutamato (Schoepp y Conn 1993; Sânchez-Prieto et al, 







Figura 6. Esquema de un corte sagital de un cerebro de rata en el que se muestran las principales 
aferencias (azul) y eferencias (rojo) glutamatérgicas de la corteza prefrontal (CPF). Obsérvese que la 
mayoria de las âreas que envian proyecciones glutamatérgicas a la CPF, como hipocampo, amigdala 
(Am), tâlamo y otras âreas de la corteza cerebral reciben a su vez proyecciones glutamatérgicas de la 
propia CPF. La CPF contrôla ademâs, mediante eferencias glutamatérgicas, los principales nùcleos 
aminérgicos, entre los que se encuentran, el ârea tegmental ventral (ATV), el rafe, el locus coeruleus (LC) 
o el nùcleo basai magnocelular (NBM).
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El glutamato es el principal neurotransmisor excitador. Se han propuesto diversas 
funciones para el glutamato en la CPF, entre las que se encuentran la modulaciôn de la 
memoria de trabajo (Goldman-Rakic 1995;Verma y Moghaddam 1996;Romanides et 
al, 1999), o la modulaciôn de la LTP que se genera en las aferencias desde el 
hipocampo ventral a la CPF (Gurden et al, 2000). Goldman-Rakic (1995; 1996) 
propuso el concepto de triada sinâptica que supone una interacciôn entre dopamina y 
glutamato sobre las espinas dendriticas de las neuronas piramidales que determinaria la 
adecuada regulaciôn de las funciones que dependen de la CPF, como la memoria de 
trabajo. Esta unidad funcional se encontraria, segùn Goldman-Rakic, regulada de forma 










Figura 7. Esquema de una sinapsis glutamatérgica. El glutamato (Glu) es sintetizado a partir de 
glutamina (Gin) que procédé del metabolismo del glutamato en las células gliales. La sintesis de 
glutamato tiene lugar a través de una carboxilaciôn de la glutamina a través de la enzima glutaminasa, 
situada en la pared mitocondrial. El glutamato sintetizado se almacena en vesiculas sinâpticas a las que se 
incorpora mediante un transporte activo favorecido por un transportador vesicular. El glutamato se libéra 
al espacio sinâptico a través de un proceso de exocitosis dependiente de Ca^ .^ En el espacio sinâptico, el 
glutamato puede unirse a receptores postsinâpticos tanto ionotrôpicos (AMPA, NMDA o kainato) como 
metabotrôpicos. En la terminaciôn presinâptica se encuentran receptores metabotrôpicos que pueden 
promover la inhibiciôn de la sintesis o de la liberaciôn de glutamato. A su vez, el glutamato puede ser 
recaptado por la neurona presinâptica a través de transportadores de membrana para aminoâcidos 
excitadores (EEA) pata almacenarse de nuevo en vesiculas sinâpticas. Pero la mayor parte del glutamato 
de la sinapsis es incorporado a la glia a través de este mismo tipo de transportadores. En la glia, el 
glutamato puede ser liberado al espacio extracelular o transformarse en glutamina gracias a la acciôn de la 
enzima glutaminasa. La glutamina se libera al espacio extracelular desde la glia y se incorpora a las 
neuronas a través de transportadores de membrana.
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3.3. Funciones de la corteza prefrontal.
El patron de conexiones de la CPF détermina las funciones en las que esta area cerebral 
participa. Son multiples las funciones con las que se ha relacionado a la CPF. Entre las 
principales se encuentran la respuesta a estrés (Deutch y Roth 1990;Thierry et al, 
1990), la memoria de trabajo (Williams y Goldman-Rakic 1995 ;D'Esposito 2007) la 
flexibilidad cognitiva (Ragozzino 2002;Robbins y Roberts 2007), la atenciôn selectiva 
(Birrell y Brown 2000;Kozak et al, 2005), la organizaciôn temporal del 
comportamiento (Fuster 2000;Uylings et al, 2003), la actividad motora (Tzschentke y 
Schmidt 2000), la interacciôn social (De Bruin 1990), la inhibiciôn del comportamiento 
(Robbins 2007) o el procesamiento cognitivo de las recompensas (Mora y Myers 1977). 
A continuaciôn se describen con mayor detalle las funciones de la CPF que se han 
evaluado en el présenté trabajo de investigaciôn.
3.3.1. Actividad motora.
Se ha atribuido a la CPF un papel en la regulaciôn de la actividad motora debido a sus 
multiples conexiones con los ganglios basales y la corteza motora (Fuster 2000). 
Ademâs, la CPF también estâ implicada en la respuesta a estimulos novedosos (Dias y 
Honey 2002;Dalley et al, 2004), como lo es la introducciôn de animales en un ambiente 
que no han tenido ocasiôn de explorar previamente.
Son multiples los estudios que han relacionado a la actividad motora con diferentes 
sistemas de neurotransmisiôn en la CPF. Se ha observado que ratas con lesiones en la 
CPF muestran una actividad motora incrementada con respecto a ratas no lesionadas 
(Iversen 1971). Los sistemas dopaminérgico, colinérgico y glutamatérgico han sido 
relacionados con la regulaciôn de la actividad motora por parte de la CPF. De hecho, la 
lesiôn selectiva de neuronas dopaminérgicas en la CPF da lugar a un incremento de la 
actividad motora (Tzschentke y Schmidt 2000; Amsten y Li 2005). Otros estudios han 
mostrado que la estimulaciôn de receptores dopaminérgicos en la CPF tiene un papel 
inhibidor sobre la actividad motora (Tzschentke 2001), aunque la funciôn especifica de 
los receptores dopaminérgicos D1 y D2 preffontales sobre ésta aùn ha de dilucidarse 
(Iversen 1971;Leng et al, 2004;Sorg et al, 2004;Del Arco et al, 2007c). Ademâs, la 
nicotina produce incrementos de dopamina en la CPF y da lugar a hiperlocomociôn
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(Green et al, 2003).Por otro lado, la lesiôn de las neuronas colinérgicas del 
prosencéfalo basai da lugar a hiperlocomociôn (Mattsson et al, 2002). Algunos trabajos 
han mostrado, por otro lado, una correlaciôn positiva entre los niveles de acetilcolina en 
la CPF y la actividad motora (Day et al, 1991;Mitsushima et al, 1996;Giovannini et 
al, 1998). En cuanto a la neurotransmisiôn glutamatérgica, el bloqueo de receptores 
NMDA de glutamato en la CPF también da lugar a hiperlocomociôn (Del Arco et al,
2008).
3.3.2.Memoria de trabajo.
La memoria de trabajo se define habitualmente como la capacidad para retener 
informaciôn que ha de mantenerse activa y que es relevante sôlo durante un periodo de 
tiempo corto, generalmente en la escala de segundos o de unos pocos minutos 
(Goldman-Rakic 1995). Desde hace algunos anos, sin embargo, se ha propuesto la 
existencia de un componente a largo plazo y otro a corto plazo, gracias a diverses 
trabajos mediante un protocole modificado del laberinto radial (Floresco y Magyar
2006). El concepto de memoria de trabajo empleada en el caso de humanos difiere del 
empleado en el caso de roedores, ya que si bien incluye entre sus componentes, une 
ejecutivo central y otro visuoespacial, presentaria ademâs un bucle fonolôgico que 
evidentemente no poseen los roedores (Baddeley 1992), aunque aùn existen dudas sobre 
si este componente constituye un elemento independiente dentro del concepto de 
memoria de trabajo (D Esposito 2007).
La CPF estâ implicada en el mantenimiento de la memoria de trabajo en roedores, 
monos y humanos (Jonides et al, 1993;Fuster 2000;Castner et al, 2004;Robbins y 
Roberts 2007). Diferentes estudios de lesiones en la CPF han mostrado déficits en la 
realizaciôn de pruebas que evalùan la memoria de trabajo (Pacteau et al, 1989;Dias y 
Aggleton 2000;Aultman y Moghaddam 2001 ;Le Marec et al, 2002).
Gran nùmero de trabajos han relacionado a la dopamina liberada en la CPF con el 
correcto funcionamiento de la memoria de trabajo. El primer trabajo en hacerlo fiie el de 
Brozoski et al (1979) en el que lesiones selectivas de las neuronas dopaminérgicas en la 
CPF daban lugar a déficits en una prueba de memoria de trabajo realizada por monos 
Rhesus. Ademâs, estos efectos se revertian con la inyecciôn de L-DOPA o de
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apomorfina. Algunos anos después, Watanabe et al. (1997) observaron que cuando un 
animal realiza una tarea de memoria de trabajo se incrementan los niveles de dopamina 
en la CPF. Mientras tanto, los diferentes trabajos llevados a cabo por el grupo de 
Patricia Goldman-Rakic y otros autores dieron lugar a la idea de que los niveles de 
activaciôn de los receptores D1 de dopamina en la CPF guardan una relaciôn en forma 
de U invertida con los de la eficacia en la realizaciôn de una prueba de memoria de 
trabajo (Sawaguchi y Goldman-Rakic 1991;Amsten y Goldman-Rakic 1998;Mizoguchi 
et al, 2004;Williams y Castner 2006). Asi, tanto la baja estimulaciôn (producida por la 
lesiôn de neuronas dopaminérgicas o el empleo de antagonistas), como la alta 
estimulaciôn de los receptores D1 (producida por estrés o altas dosis de agonistas), 
producen déficits en la realizaciôn de pmebas de memoria de trabajo (Williams y 
Goldman-Rakic 1995;Murphy et al, 1996;Zahrt et al, 1997;Amsten y Goldman-Rakic 
1998;Aultman y Moghaddam 2001;Mizoguchi et al, 2004;Del Arco et al, 2007b). 
Algunos de estos resultados se han encontrado empleando un protocole modificado del 
laberinto radial para evaluar especificamente la memoria de trabajo (Seamans et al, 
1998;Phillips et al, 2004;Floresco y Magyar 2006).
A pesar de la gran cantidad de trabajos que relacionan la dopamina en la CPF con la 
memoria de trabajo, algunos autores han sugerido que su papel séria mâs limitado o 
incluso que no tendria papel alguno sobre la memoria de trabajo (Romanides et al, 
1999;Rossetti y Carboni 2005). Otros autores han mostrado la importancia de otros 
sistemas de neurotransmisiôn en la CPF en el mantenimiento de la memoria de trabajo, 
como el colinérgico (Broersen et al, 1995;Hironaka et al, 2001), el glutamatérgico 
(Romanides et al, 1999;Aultman y Moghaddam 2001) o el noradrenérgico (Rossetti y 
Carboni 2005). Ademâs, hoy dia se admite que la memoria de trabajo no estâ localizada 
en un ârea cerebral determinada, sino que séria mantenida por la interacciôn funcional 
de diversas âreas, entre las que se encontraria la CPF (D'Esposito 2007).
Las pruebas que se emplean para evaluar la memoria de trabajo en roedores, monos o 
humanos presentan aproximadamente las mismas caracteristicas, a pesar de los matices 
que diferencian el concepto de esta funciôn entre las distintas especies. Estas pruebas 
suelen compartir el hecho de que se incorpora un intervalo de tiempo {delay) durante el 
cual el individuo debe retener una informaciôn que le ha sido proporcionada durante 
una fase de entrenamiento o adquisiciôn y que ahora no se encuentra disponible en el
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ambiente, pero sera util para realizar la tarea durante una segunda fase denominada fase 
de test o de recuerdo. Entre las pruebas mâs empleadas para evaluar la memoria de 
trabajo se encuentran las de altemancia espontânea o las de no-correspondencia a una 
muestra con retraso {delayed-non-match ta position). Ejemplos de estas pruebas son los 
laberintos en T y en Y, o algunos protocolos que se llevan a cabo en cajas opérantes con 
dos palancas (Aultman y Moghaddam 2001;Lalonde 2002;Castner et al, 
2004;Dudchenko 2004;Del Arco et al, 2007b;Carrillo-Mora et al, 2009). También se 
emplean pruebas de memoria de trabajo espacial en las que se suelen aplicar variantes 
del protocole del laberinto radial (Diamond et al, 1996;Shukitt-Hale et al, 
2004;Dudchenko 2004;Floresco y Magyar 2006).
3.3.3.La respuesta a estrés.
Por ser ésta una funciôn que se évalua especificamente en el présente estudio y dado 
que su regulaciôn no sôlo implica a la CPF, sino a otras âreas cerebrales, y a que esta 
funciôn consta de la activaciôn de respuestas tanto nerviosas como hormonales, se 
detallan a continuaciôn en un apartado independiente.
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4.LA RESPUESTA A ESTRES.
4.1. El eje hipotâlamo hipôfisis adrenal y su regulaciôn.
El estrés se puede définir como una amenaza potencial o real a la homeostasis del 
organisme (Selye 1976;McEwen 2000). La respuesta a estrés consiste en la activaciôn 
de un conjunto de mécanismes neurales y hormonales que, de forma conjunta, 
contribuyen al restablecimiento de la homeostasis que ha sido o potencialmente sera 
alterada por el agente estresante. El aspecto tradicionalmente mâs estudiado en relaciôn 
con la respuesta a estrés es la activaciôn del eje hipotâlamo-hipôfisis-adrenal (HHA). 
El estimulo estresante estimula la actividad del eje HHA, cuya activaciôn conduce a la 
liberaciôn del factor de liberaciôn de corticotropina (CRF) desde el hipotâlamo, que 
alcanza la eminencia media de la hipôfisis, donde promueve la liberaciôn de 
corticotropina (ACTH) a la sangre y ésta, finalmente, conduce a la liberaciôn de 
glucocorticoides desde la corteza adrenal (corticosterona en la rata, y cortisol en el 
humano y en la mayoria de los mamiferos) (Ulrich-Lai y Herman 2009).
La CORT ejerce sus diversas acciones en el organisme a través de dos tipos de 
receptores: los receptores de mineralocorticoides (MRs) o receptores de tipo I, que son 
de alta afmidad, y los receptores de glucocorticoides (GRs) o de tipo II, que muestran 
una afinidad 10 veces inferior a la de los MRs (de Kloet et al, 2005). Estos receptores 
se encuentran en el citoplasma y, una vez unidos a su agonista, se dirigen al nùcleo 
celular, donde activan o inhiben la transcripciôn de diverses genes (de Kloet 2000). 
Estos efectos genômicos de la CORT son los mâs ampliamente descritos, si bien 
diferentes estudios han mostrado efectos râpidos de la CORT no mediados por efectos 
genômicos, tanto a nivel conductual, como neuroquimico y electrofisiolôgico (Sandi et 
al, 1996;Venero y Borrell 1999;Dallman 2005;Herbert et al, 2006;de Kloet et al, 
2008;Jôels et al, 2008). Estos ùltimos efectos serian mediados a través de receptores de 
membrana que aùn no han podido ser identificados, si bien se cree que podrian no ser 
muy diferentes de los receptores citosôlicos (Jôels et al, 2008).
La CORT liberada desde las glândulas adrenales ejerce acciones a nivel sistémico para 
hacer frente a la situaciôn de estrés, promoviendo aquellos procesos que facilitan un 
aporte râpido de energfa al organisme, ya sea activândolos (glucôlisis, glucogenolisis.
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proteolisis) o inhibiéndolos (gametogénesis, glucogenogénesis, inmimogénesis) 
(Sapolsky et al, 2000). Pero ademâs de estas acciones a nivel sistémico la CORT, 
gracias a su naturaleza lipofïlica, atraviesa la barrera hematoencefâlica y puede actuar 
sobre diversas areas del sistema nervioso central que expresan MRs y/o GRs, mediando 
efectos a diverses niveles (celulares, neuroqufmicos, conductuales).
El nûcleo paraventricular del hipotalamo présenta una gran expresiôn tante de MRs 
cerne de GRs, que centrelan la activacion del eje HHA mediante un mécanisme de 
retrealimentacion negativa., de mode que altas cencentracienes de CRF, ACTH e 
certicesterena (CORT) cenducen a la inhibiciôn del eje HHA actuande sebre recepteres 
especifices (Herman et al, 2005). Les MRs, debide a su alta afînidad, estan casi 
cempletamente ecupades cuande les niveles de CORT sen basales, mientras que les 
GRs centrelarian la activacion del eje HHA cuande les niveles de CORT se ban 
incrementade en respuesta a un estimule estresante, si bien el heche de que animales 
adrenalectemizades muestren también este mécanisme de retrealimentacion negativa 
sugiere que les MRs también pedrian jugar cierte papel en este precese (de Kleet et al, 
2005;Herman et al, 2005).
S in embargo, ne es sole el hipotalamo el que ejerce un control negative sebre la 
secrecion de CORT, sine que etras areas extrahipetalâmicas, ceme la CPF e el 
hipecampe pueden también inhibir dicha secrecion (Magarines et al, 1987;Dierie et al, 
1993). El control inhibider ejercide per la CPF y el hipecampe sebre la actividad del eje 
HHA asi ceme la expresiôn de recepteres de glucecerticeides en ellas son cuestienes 
relevantes para el estudie de la respuesta a estrés, especialmente en le que respecta a la 
respuesta cenductual al estrés, dade el papel que ambas areas cerebrales juegan en 
diverses preceses cegnitives (Squire y Zela-Mergan 1988;Kim y Diamond 
2002;Amsten y Li 2005;Rebbins 2005a). Este control inhibider sebre el eje HHA ne se 
lleva a cabe, sin embargo, mediante preyeccienes directas de CPF e hipecampe al 
nùclee paraventricular del hipotalamo, sine que prebablemente le ejercen de ferma 
indirecta, a través de preyeccienes a neurenas GABAérgicas del nùclee del leche de la 
estria terminal (Herman et al, 2005;Radley et al, 2009).
El mécanisme de retrealimentacion negativa se da en des fases, una râpida en la que la 
CORT centrelarîa la liberaciôn de CRH y ACTH en el hipotalamo mediante un
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mecanismo de acciôn no genômico, y una retrasada, mediante acciones genômicas, en la 
que intervendrian las regiones limbicas (Herman et al, 2005;Dallman 2005;Jôels et al, 
2008)
En la CPF la densidad de GRs es alta, pero no asi la de MRs, mientras que el 
hipocampo présenta una alta densidad tanto de MRs, como de GRs (Reul y de Kloet 
1985;Meaney y Aitken 1985;McEwen et al, 1986), por lo que se ha propuesto que el 
hipocampo intervendria en el control del eje tanto en condiciones basales como de 
estrés, mientras que la CPF solo lo haria en condiciones de estrés (Ulrich-Lai y Herman
2009). Ademâs, ratas con un implante de CORT en la CPF muestran menores 
incrementos de ACTH y CORT en respuesta a estrés (Diorio et al, 1993;Akana et al, 
2001). Por ultimo, ratones que carecen de GRs de forma selectiva en la corteza cerebral 
y el hipocampo muestran mayores niveles basales de CORT, asi como una respuesta 
prolongada de CORT a un estimulo estresante (Boyle et al, 2005).
Dado que la CPF, el hipocampo o la amigdala juegan un papel importante en el 
procesamiento de los estimulos estresantes, es importante, a su vez, la regulaciôn que 
ejercen estas areas sobre la actividad del eje HHA (Herman et al, 2005). Se ha 
propuesto, de forma general un papel inhibidor de la actividad del eje HHA para la CPF 
y el hipocampo y un papel activador para la amigdala. Asi, lesiones del hipocampo o de 
la CPF dan lugar a una liberaciôn mas prolongada de CORT en respuesta a estrés 
(Sapolsky et al, 1984;Magarinos et al, 1987;Diorio et al, 1993;Brake et al, 
2000;Radley et al, 2006;Radley et al, 2009) y a una liberaciôn reducida en el caso de 
lesiones en la amigdala (Goldstein et al, 1996)(Figura 8 ).
La naturaleza del estimulo estresante es importante a la hora de delimitar qué areas del 
cerebro se activan en respuesta a estrés. Los estimulos estresantes se han clasificado, en 
grandes términos, como fisicos (entre los que se incluyen la pérdida de sangre, 
infecciones o dolor) y no fisicos o “psicogénicos”, que estan basados en experiencias 
pretéritas o en respuestas innatas programadas (restricciôn del movimiento, exposiciôn a 
un depredador natural, o diverses tipos de condicionamiento), si bien no siempre es fâcil 
separar ambos componentes del agente estresante (Lupien et al, 2007;Ulrich-Lai y 
Herman 2009). De hecho, en base a esta distinta naturaleza del estimulo estresante, la 
CPF no siempre jugaria un papel inhibidor sobre el eje HHA. Algunos trabajos han
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mostrado que la région prelimbica y otras mas dorsales de la CPF inhibirian la actividad 
del eje HHA y responderian a estimulos estresantes de tipo psicogénico, mientras que la 
region inffalimbica estimularia la actividad del eje HHA (y de las respuestas de tipo 
visceral, como la aceleraciôn de los ritmos cardiaco y respiratorio) y responderia 
exclusivamente a estimulos estresantes de tipo fîsico (Diorio et al, 1993;Sullivan 
2004;Radley et al, 2006). En general, los estimulos de tipo fîsico activan el sistema 
nervioso autonomo (activando el sistema nervioso simpâtico e inhibiendo el 
parasimpâtico) asi como el eje HHA, y estas acciones tienen lugar a través del nùcleo 
paraventricular hipotalâmico o de las proyecciones del nùcleo del tracto solitario sobre 
éste. Los estimulos de tipo psicogénico reclutan areas del sistema limbico, como el 
hipocampo, la CPF o la amigdala, asi como diversos nùcleos mesencefâlicos, como el 
nùcleo del rafe dorsal, el nucleus coeruleus, o el ârea tegmental ventral (Herman et al, 
2003;Herman et al, 2005).
Ademâs, existen otros condicionantes que hacen que existan diferencias en la magnitud 
de la respuesta a estrés, asi como en la activacion diferencial de âreas cerebrales. Entre 
estos condicionantes se encuentran la intensidad del estimulo estresante, su duraciôn, su 
controlabilidad, el sexo del animal, el periodo del ciclo en el que se estudia la respuesta, 
las condiciones ambientales en las que se han criado o viven los animales, o variaciones 
individuales (diferencias a nivel genético) (Handa et al, 1994;Piazza et al, 1996;Fox et 
al, 2006;Lupien et al, 2007;Armario et al, 2008).
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Figura S.Representaciôn esquemâtica de la regulaciôn del eje HHA. Abreviaturas: NPV: nùcleo 
paraventricular; BNST: nùcleo del lecho de la estria terminal; LC; locus coeruleus; CSG: proteina 
transportadora de glucocorticoides. En verde se representan vias excitadoras cerebrales y, en rojo, vias 
inhibidoras. Los signos + y -  representan los efectos de los glucocorticoides sobre su propia liberaciôn.
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4.2. Respuesta neuroquimica al estrés.
El estrés no solo incrementa la actividad del eje HHA, sino que promueve la activacion 
de diversas respuestas neuroquimicas que contribuyen a la restauraciôn de la 
homeostasis del organisme y al procesamiento cognitive del estimulo estresante. El 
cerebro es, de hecho, el organe clave en la puesta en marcha y organizaciôn de la 
respuesta a estrés (McEwen 2000).
La CPF es un ârea que muestra una clara respuesta neuroquimica ante la presencia de un 
estimulo estresante. De hecho, el estrés incrementa los niveles de dopamina, 
acetilcolina, noradrenalina y serotonina en la CPF (Mark et al, 1996;Hains y Amsten 
2008). Nos centraremos, sin embargo, en la dopamina, acetilcolina y el glutamato por 
ser el objeto de estudio del présente trabajo.
Los trabajos clâsicos de Thierry et al., (1976) mostraron que el estrés activa el ârea 
tegmental ventral, lo que da lugar a un incremento de la concentraciôn de dopamina y 
de sus metabolites HVA y DOPAC en la CPF. Posteriormente, muchos otros trabajos 
han mostrado ese mismo incremento de la actividad dopaminérgica en la CPF en 
respuesta a estrés, empleando diversos agentes estresantes (Abercrombie et al, 
1989;Finlay et al, 1995;Feenstra et al, 1995;Del Arco y Mora 200la;Sullivan y 
Gratton 2002). El estrés también incrementa la neurotransmisiôn dopaminérgica en 
otras âreas relacionadas con la CPF, como son el hipocampo o el nùcleo accumbens 
(Imperato et al, 1989;Imperato et al, 1991;Feenstra et al, 1998). Algunos autores 
consideran que estos incrementos de dopamina en respuesta a estrés en la CPF 
constituyen una estrategia de “alto nivel” para hacer trente al estrés (Sullivan y Gratton 
1998).
El estrés también incrementa la liberaciôn de acetilcolina en la CPF en respuesta a 
diferentes tipos de estrés agudo (Rosenblad y Nilsson 1993;Mark et al, 1996;Day et al, 
2001). Asimismo, el estrés también incrementa la liberaciôn de acetilcolina en el 
hipocampo y el nùcleo accumbens (Mark et al, 1996;Thiel et al, 1998). Estos cambios 
en la neurotransmisiôn colinérgica producidos por estrés se han relacionado con la 
modulaciôn de la atenciôn selectiva (Dalley et al, 2004;Sarter y Parikh 2005).
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Se ha sugerido que la CPF podria controlar a su vez la activacion de los nùcleos 
mesencefâlicos que se produce en respuesta a estrés, especialmente el nùcleo del rafe 
dorsal y el ârea tegmental ventral (Robbins 2005b). También podria ser importante el 
control de la CPF sobre el nùcleo basai magnocelular para el procesamiento de la 
respuesta a estrés dado que la acetilcolina participa en algunas funciones relacionadas 
con las desempenadas por la dopamina en la CPF, como la atenciôn o la activaciôn 
general {arousal) (Dalley et al, 2004;Sarter et al, 2009).
Otro neurotransmisor estudiado con respecto a la respuesta a estrés en la CPF es el 
glutamato. Diversos estudios electrofisiolôgicos han mostrado que el estrés incrementa 
la actividad del sistema glutamatérgico en la CPF (Yuen et al, 2009;Musazzi et al,
2010). Con respecto a los trabajos que han evaluado, mediante microdiâlisis, el efecto 
del estrés sobre la concentraciôn extracelular de glutamato en la CPF, algunos trabajos 
han mostrado un incremento de ésta (Moghaddam 1993;Bagley y Moghaddam 1997), 
mientras que otros no han encontrado dicho incremento de glutamato en respuesta a 
estrés en la CPF (Timmerman et al, 1999;Del Arco y Mora 2001b). Es importante a 
este respecto tener en cuenta las limitaciones que présenta la técnica de microdiâlisis 
para evaluar las concentraciones de glutamato sinâptico (ver Discusiôn de Métodos).
4.3. Efectos conductuales del estrés.
El estrés, a través de los cambios producidos tanto sobre la neuroquimica como sobre la 
actividad del eje HHA en diversas âreas cerebrales como la CPF, el hipocampo o la 
amigdala, ejerce una actividad moduladora sobre diversos procesos cognitivos, como la 
memoria y el aprendizaje.
En cuanto a la actividad del eje HHA, se ha sugerido que los niveles de CORT guardan 
una relaciôn de U invertida con los niveles de aprendizaje en diversas tareas, entre las 
que se encuentran el laberinto acuâtico (water maze) y el laberinto acuâtico radial 
(Sandi et al, 1996;Park et al, 2006)(ver Figura 9). Estos resultados sugieren que 
existen unos niveles ôptimos de CORT para los cuales los niveles de aprendizaje son 
mâximos, mientras que niveles inferiores de CORT (por ej., tras adrenalectomia o 
bloqueo de GRs) o superiores (por ej., mediante inyecciones de dosis altas de agonistas 
de los GRs o niveles altos de estrés) afectarian de forma negativa al aprendizaje. Sin
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embargo, los efectos positivos del estrés sobre el aprendizaje no han sido muy 
estudiados. Por ejemplo, en un trabajo de Sandi et al (1997) se mejorô el aprendizaje de 
las ratas de un laberinto acuâtico reduciendo la temperatura del agua a 19°C, de modo 
que se incrementaban los niveles de CORT de las ratas y este incremento correlacionaba 
positivamente con una mejora en el aprendizaje en la tarea. Por otro lado. Park et al., 
(2006) han encontrado esta misma relaciôn en forma de U invertida con la ayuda de 
agonistas y antagonistas de CORT y diversos tipos de estrés empleando un laberinto 
radial acuâtico. También se ha visto que otros procesos relacionados con la memoria, 
como la inducciôn de LTP en neuronas de CAl présenta esta misma relaciôn en forma 
de U invertida con las concentraciones de CORT (Joels et al, 2008). Asimismo, otros 
trabajos han mostrado que la CORT séria necesaria para la consolidaciôn y el recuerdo 
de memorias de tipo emocional, a través de su acciôn conjunta con la noradrenalina 
sobre la amigdala, aunque en este caso parece que la relaciôn entre aprendizaje y niveles 
de CORT podria ser lineal (Roozendaal et al, 2006;Hains y Amsten 2008).
Son mâs numerosos, sin duda, los trabajos que muestran un efecto negativo del estrés 
sobre el aprendizaje o la memoria. En algunos de estos trabajos se ha relacionado 
directamente a la CORT liberada en respuesta a estrés con esos déficits (Parker et al, 
2006;Pakdel y Rashidy-Pour 2007;Sandi y Pinelo-Nava 2007;Gourley et al, 2008), 
pero en la mayoria de ellos también se relacionan esos déficits con las alteraciones que 
el estrés produce sobre los distintos sistemas de neurotransmisiôn. Un ejemplo 
interesante en este sentido se encuentra en el trabajo de Woodson et al (2003), que 
mostraron que dos estimulos estresantes cualitativamente diferentes pero que producian 
el mismo el incremento de CORT (exposiciôn a un gato, trente a la exposiciôn a una 
hembra receptiva) diferian en su efecto sobre la memoria de trabajo espacial. Asi, la 
exposiciôn al gato incrementô los errores en la prueba de memoria mientras que la 
exposiciôn a la hembra receptiva no lo hizo. Los autores sugerian que la distinta 
cualidad del estimulo estresante activaria diferentes vias de neurotransmisiôn en 
diferentes âreas cerebrales que serian los que explicarian las diferencias observadas en 
el efecto de los dos tipos distintos de estrés. Otros autores también han llamado la 
atenciôn sobre esta diferencia entre estimulos estresantes negatives (restricciôn del 
movimiento, choque eléctrico, exposiciôn a un depredador, etc), que tienden a ser 
evitados, y estimulos estresantes positivos (ejercicio fisico voluntario, actividad sexual.
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consumo de alimentos de alta palatabilidad, etc), que tienden a ser buscados (Fox et al, 
2006;Ulrich-Lai y Herman 2009).
Los trabajos mâs numerosos son aquellos que emplean estimulos estresantes que 
producen déficits en pruebas que evalùan la memoria de trabajo (Murphy et al, 
1996;Diamond et al, 1996;Amsten y Goldman-Rakic 1998;Bats et al, 2001;Park et al,
2008). Mâs concretamente, se ha sugerido que los déficits producidos por estrés sobre la 
memoria de trabajo se deben a las alteraciones que éste produce sobre la actividad 
dopaminérgica en la CPF (Goldman-Rakic 1995;Murphy et al, 1996;Amsten y 
Goldman-Rakic 1998;Chudasama y Robbins 2004). Se ha sugerido que los niveles de 
activacion de los receptores D1 de dopamina serian déterminantes en la regulaciôn de la 
memoria de trabajo por parte de la CPF (Zahrt et al, 1997;Goldman-Rakic et al, 
2000;Mizoguchi et al, 2004;Williams y Castner 2006). De hecho, como ya se ha 
mencionado previamente existiria una relaciôn en forma de U invertida entre los niveles 
de activaciôn de los receptores D1 de dopamina en la CPF y la eficacia en la realizaciôn 
de tareas que requieren el empleo de la memoria de trabajo, Asi, tanto bajos niveles de 
activaciôn de estos receptores (producidos por lesiones de neuronas dopaminérgicas o 
por la aplicaciôn de antagonistas de los receptores Dl) (Brozoski et al, 1979;Murphy et 
al, 1996;Romanides et al, 1999) como altos niveles de activaciôn de los mismos 
(producidos por estrés o altas dosis de agonistas de los receptores Dl) (Murphy et al, 
1996;Zahrt et al, 1997;Amsten y Goldman-Rakic 1998) producen déficits sobre la 
memoria de trabajo. De hecho, los déficits producidos por estrés pueden ser revertidos 
mediante la administraciôn local en la CPF de antagonistas de los receptores Dl 
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Figura 9.Esquema que muestra la relaciôn en forma de U invertida entre la concentraciôn de CORT (o la 
activaciôn de sus receptores GR) (en amarillo) o de la liberaciôn de dopamina en la CPF (o la activaciôn 
de los receptores Dl preffontales) (en verde) y la eficacia en la realizaciôn de una prueba de memoria de 
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PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS
Las condiciones ambientales en las que vive un individuo y los estilos de vida que 
desarrolla a lo largo de su vida moldean su conducta y su capacidad de adaptaciôn ante 
estimulos extemos, asi como su susceptibilidad a padecer ciertas enfermedades 
psiquiâtricas o neurodegenerativas (Nithianantharajah y Hannan 2006;Holmes y 
Wellman 2009;Goel y Baie 2009). Estos efectos tienen lugar a través de la modulaciôn 
de la plasticidad neuronal, lo que implica cambios en la estructura y funciôn cerebrales. 
Una via experimental para estudiar los fenômenos de plasticidad dependientes de las 
condiciones ambientales es el modelo de enriquecimiento ambiental (EA) (Mora et al.,
2007).
El EA es una modificaciôn de las condiciones habituales de los animales de laboratorio 
que se define como una combinaciôn compleja de estimulos tanto fisicos como sociales 
(van Praag et al., 2000). El mantenimiento de animales en estas condiciones da lugar a 
un mayor volumen cerebral y una mayor arborizaciôn dendritica (Kolb y Whishaw 
1998;Diamond 2001) y produce cambios en diferentes sistemas de neurotransmisiôn, 
entre ellos el dopaminérgico (Winterfeld et al., 1998;Zhu et al., 2005), colinérgico (Park 
et al., 1992;Rosenzweig y Bennett 1996) y glutamatérgico (Rampon et al., 
2000b;Segovia et al, 2006). Estos cambios anatômicos y neuroquimicos producidos por 
el EA conducen a su vez a cambios en la funciôn de circuitos neuronales que se 
expresan en la conducta, dando lugar a una mejor memoria espacial y de trabajo 
(Kempermann et al, 1997;Meléndez et al., 2004;Segovia et al, 2006). Se ha sugerido 
que los cambios producidos por el EA sobre la plasticidad cerebral podrian atenuar y 
retrasar los efectos negativos del envejecimiento cerebral y de las enfermedades 
neurodegenerativas (van Praag et al, 2000;Diamond 2001). En consecuencia, la 
présente Tesis Doctoral se centrô en el estudio de la acciôn del EA sobre los cambios 
que el envejecimiento produce sobre el cerebro.
El envejecimiento puede defînirse como una pérdida progresiva de funciones motoras, 
sensoriales y cognitivas que son consecuencia de los cambios degenerativos que tienen 
lugar con la edad (Mora y Porras 1998). En general, el proceso de envejecimiento no 
produce una pérdida sustancial de neuronas (Haug y Eggers 1991;Rapp y Gallagher 
1996;Morrison y Hof 1997), aun cuando si da lugar a una hipertrofia de los ârboles
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dendriticos en ciertas âreas cerebrales, que se ha interpretado como un efecto 
compensatorio con respecto a la pérdida de los mismos en otras neuronas (Coleman y 
Flood 1986;Finch 1993;Mora y Porras 1998). Ademâs, el envejecimiento da lugar a 
cambios en parâmetros de diferentes sistemas de neurotransmisiôn, como el 
dopaminérgico (Makman 1993;Bâckman et al, 2006), el colinérgico (Decker 
1987;Bartus 2000), o el glutamatérgico (Segovia et al, 2001). Estos cambios 
neuroanatômicos y neuroquimicos conllevan a su vez cambios conductuales, entre los 
que se encuentran una menor actividad motora en un ambiente novedoso (Emerich et 
al, 1993;Crawford y Levine 1997) y una menor memoria espacial y de trabajo (Frick y 
Fernandez 2003;Mizoguchi et al, 2009b). Se ha propuesto que estos cambios podrian 
estar asociados a una disfunciôn en la respuesta a estrés en los individuos envejecidos, 
tanto a nivel neuroquimico (Del Arco y Mora 2001a), como hormonal (Sapolsky et al, 
1986;Lupien et al, 2007).
La respuesta a estrés consiste en la activaciôn de un conjunto de mécanismes neurales y 
hormonales que, de forma conjunta, contribuyen al restablecimiento de la homeostasis 
que ha sido o serâ potencialmente alterada por una determinada situaciôn (agente 
estresante) (de Kloet et al, 1999). Un ârea cerebral implicada en la regulaciôn de la 
respuesta a estrés es la corteza preffontal (CPF). El estrés incrementa la liberaciôn de 
dopamina en esta ârea cerebral (Thierry et al, 1976;Abercrombie et al, 1989;Feenstra 
et al, 1995;Del Arco y Mora 2001), y ese incremento se ha relacionado con diversas 
funciones entre las que se encuentran la modulaciôn del estado de alerta (Imperato et 
al, 1991), la regulaciôn del eje hipotâlamo-hipôfisis-adrenal (Ikemoto y Goeders 1998), 
o la facilitaciôn de otras respuestas del sistema limbico (Hains y Amsten 2008). El 
estrés también incrementa la liberaciôn de acetilcolina en la CPF (Imperato et al, 
1989;Mark et al, 1996), y su incremento ha sido relacionado con procesos atencionales 
o de activaciôn general {arousal) (Acquas et al, 1996;Dalley et al, 2004). Ademâs, 
estos cambios neuroquimicos producidos por estrés en la CPF dan lugar a déficits en 
funciones en las que esta ârea cerebral parece jugar un papel relevante, como la 
memoria de trabajo (Murphy et al, 1996;Amsten 1998;Robbins y Roberts 2007). A 
pesar de que son escasos los datos relativos a los efectos del envejecimiento sobre la 
respuesta neuroquimica y conductual al estrés, si se ha mostrado que el envejecimiento 
reduce la respuesta del sistema dopaminérgico al estrés en la CPF (Del Arco y Mora 
2001), asi como el numéro de fibras dopaminérgicas y los niveles basales de dopamina
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en esta misma ârea cerebral (Luine et al, 1990;Lee et al, 1994). Esto ultimo se ha 
relacionado con un deterioro de la memoria de trabajo (Mizoguchi et al., 2009b). Por 
otro lado, el estrés activa el eje hipotâlamo-hipôfisis-adrenal (HHA), dando lugar a la 
liberaciôn de corticosterona (CORT) desde las glândulas adrenales, que tras cruzar la 
barrera hematoencefâlica alcanza diversas âreas cerebrales y entre ellas la CPF, donde 
régula en parte su propia liberaciôn (Diorio et al, 1993;Herman et al, 2005;Radley et 
al, 2006;de Kloet et al, 2008). Esta funciôn de la CPF es relevante para el proceso de 
envejecimiento, dado que se ha propuesto que en los animales viejos se produce una 
liberaciôn de CORT plasmâtica incrementada tanto a nivel basai como en respuesta a 
estrés (Sapolsky et al, 1984;Meaney et al, 1992;Bizon et al, 2001;Montaron et al, 
2006). Esto ultimo daria lugar a dafios en âreas cerebrales como la propia CPF o el 
hipocampo que, a su vez, producirian los déficits cognitivos asociados a la edad 
(Sapolsky et al, 1986;Hibberd et al, 2000;Herbert et al, 2006). No se ha evaluado, sin 
embargo, la CORT en animales viejos directamente en el cerebro, lo que puede ser 
relevante en este contexto, dado que varios trabajos han sugerido que los niveles 
cerebrales de CORT podrian no reflejar los niveles observados en plasma (Little et al, 
2008;Droste et al, 2009a).
Se ha sugerido que unas condiciones ambientales favorables, como el EA, podrian 
atenuar ciertos déficits asociados al envejecimiento, dado que el cerebro envejecido aùn 
muestra capacidad plâstica y, por tanto, puede verse modificado por las condiciones 
ambientales (Diamond 2001;Mora et al, 2007). Asi, el EA atenùa la reducciôn en el 
numéro de sinapsis que se observa en los animales envejecidos (Greenough et al, 
1986), incrementa algunas proteinas relacionadas con la liberaciôn de neurotransmisores 
(Saito et al., 1994; Frick et al., 2003; Leal-Galicia et al., 2008) y reduce los déficits 
mostrado s por animales viejos en ciertas tareas que requieren memoria espacial (Frick y 
Fernandez 2003;Lores-Amaiz et al, 2006;Harburger et al, 2007) o memoria a corto 
plazo (Soffié et al, 1999). No se han estudiado sin embargo, los efectos del EA sobre la 
respuesta a estrés a lo largo de la edad, aunque algunos datos expérimentales en 
animales jôvenes sugieren la idea de que el EA reduce la respuesta a estrés (Fox et al,
2006). Asi, se ha mostrado que el EA reduce la liberaciôn de CORT en respuesta a 
diversos tipos de estrés (Moncek et al, 2004;Benaroya-Milshtein et al, 2004;Mlynarik 
et al, 2004;Pena et al, 2009) y da lugar a una menor actividad motora en un ambiente
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novedoso o inducida por drogas psicoestimulantes (Bardo et al, 1995;Zimmermann et 




Actividad del eje HHA: 
-CORT plasmâtica y libre.
Conducta:
-Actividad motora en un 
ambiente novedoso. 
-Memoria de trabajo.
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En base a todo lo anteriormente expuesto, la hipôtesis de trabajo de la présente Tesis 
Doctoral fue que el EA reduce los efectos neuroquimicos, hormonales y conductuales 
del estrés y atenùa el efecto del envejecimiento sobre estos parâmetros.
Los objetivos concretos del présente trabajo fueron:
1. Estudiar el efecto del EA sobre la neurotransmisiôn basai y estimulada por estrés
agudo en la corteza preffontal.
1.1 Estudiar el efecto del EA sobre la concentraciôn basai y estimulada por 
estrés de dopamina en la CPF de animales de 6, 15 y 24 meses de edad.
1.2 Estudiar el efecto del EA sobre la concentraciôn basai y estimulada por 
estrés de acetilcolina en la CPF de animales de 6, 15 y 24 meses de edad.
1.3 Estudiar el efecto del EA sobre la concentraciôn basai y estimulada por 
estrés de glutamato en la CPF de animales de 6, 15 y 24 meses de edad
2. Estudiar el efecto del EA sobre la conducta motora y cognitiva:
2.1. Estudiar el efecto del EA sobre la actividad motora espontânea en un
ambiente novedoso (campo abierto) en animales de 6, 15 y 24 meses de
edad.
2.2. Estudiar el efecto del EA sobre la realizaciôn de una prueba de memoria 
de trabajo (laberinto acuâtico en forma de T) en animales de 6, 15 y 24 
meses de edad.
3. Estudiar el efecto del EA sobre la concentraciôn de CORT libre basai y en
respuesta a estrés agudo en la corteza preffontal y sobre la liberaciôn de CORT
plasmâtica basai.
3.1. Estudiar el efecto del EA sobre la concentraciôn de CORT plasmâtica 
basai en animales de 6, 15 y 27 meses de edad.
3.2. Estudiar el efecto del EA sobre la concentraciôn de CORT libre basai y
estimulada por estrés en la CPF de animales de 6, 15 y 27 meses de edad.
3.3. Estudiar el efecto del envejecimiento sobre la concentraciôn basai y 
estimulada por estrés de CORT plasmâtica y CORT libre en la CPF y el 
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LANIMALES.
Se emplearon ratas Wistar macho adultas (Harlan Ibérica). Todos los animales se 
mantuvieron a una temperatura ambiente constante de 23±2°C y en ciclo invertido de 12 
horas luz/oscuridad (luces encendidas a las 20:00 horas).
Dado que las condiciones de los animales fueron diferentes en funciôn de los experimentos 
realizados, se detallan a continuaciôn las mismas, atendiendo en los casos que conviene a 
los objetivos sehalados en la pagina 52.
En el caso de los experimentos correspondientes a los objetivos 1 y 2, los animales, a su 
llegada al laboratorio (3 meses de edad), fueron separados en dos grupos expérimentales: 
enriquecimiento ambiental (EA) y control. Las condiciones de EA consistieron en la 
introducciôn de 10-12 animales en jaulas de metacrilato de grandes dimensiones 
(120x100x60cm), en las que contaron con bebida y comida ad libitum. En la jaula se 
introdujeron, renovândolos semanalmente, diversos objetos (pelotas, botellas de cristal, 
canutos de cartôn, piezas de plâstico de juegos de construcciôn), tuberias (cuya disposiciôn 
también fue modifîcada semanalmente) y dos ruedas para la realizaciôn de ejercicio fîsico 
voluntario (ver Figura 1). Los animales en condiciones control se mantuvieron en jaulas 
estândar individuales de Plexiglas (55x35x20cm) con comida y bebida ad libitum. Los 
animales mantenidos en estas condiciones fueron manipulados una vez a la semana por 
motivos de limpieza de las jaulas. Los animales fueron mantenidos en sus respectivas 
condiciones ambientales desde los 3 hasta los 6, 15 ô 24 meses de edad, dando lugar a los 
très grupos de edad estudiados (que corresponden a ratas adultas jôvenes, de edad media y 
viejas, respectivamente). Todos los experimentos de neuroquimica y conducta se realizaron 
durante el periodo de oscuridad (periodo activo de la rata).
Los animales empleados para llevar a cabo los objetivos 3.1 y 3.2. (estudio del efecto del 
EA y el envejecimiento sobre la concentraciôn plasmâtica basai de CORT y sobre la 
concentraciôn de CORT libre en la CPF en respuesta a estrés) fueron ratas Wistar macho de 
3, 12 y 24 meses de edad, que se dividieron en dos grupos expérimentales: EA y Control 
(condiciones como las descritas anteriormente). Los animales fueron mantenidos en esas 
condiciones durante 3 meses, por lo que las edades finales de los grupos fueron 6, 15 y 27 
meses.
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Los animales empleados para llevar a cabo el objetivo 3.3. (estudio del efecto del 
envejecimiento sobre la concentraciôn de CORT plasmâtica y CORT libre en CPF e 
hipocampo) fueron ratas Wistar macho de 6 y 27 meses de edad, que se mantuvieron en 
condiciones estândar de laboratorio (3-4 animales por jaula, sin objetos en la misma).
Todos los experimentos llevados a cabo en nuestro laboratorio siguieron las regulaciones 
espaAolas para la protecciôn de animales de laboratorio (RDI201/2005).
Figura l.Fotografïa de una jaula de EA empleada en el présente 
trabajo de investigaciôn.
2.EXPERIMENTOS DE PERFUSIÔN IN VIVO.
2.1.Constnicciôn de implantes.
Los experimentos de microdiâlsis se llevan a cabo mediante la inserciôn de una cânula de 
microdiâlisis (ver punto 2.2) en la regiôn cerebral objeto de estudio gracias a un sistema 
bilateral de cânulas guia que se confecciona en nuestro laboratorio (Segovia et al, 1997). 
La implantaciôn de cânulas gufa permite mayores periodos de recuperaciôn tras la cirugia 
(en comparaciôn con la implantaciôn crônica de la cânula de microdiâlisis), de modo que se 
minimizan los niveles de estrés y se contribuye a la expresiôn de patrones de
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comportamiento normales en los animales operados para la microdiâlisis (de Groote y 
Linthorst 2007).
Los sistemas de cânulas implantados constan de los siguientes elementos:
-dos piezas acoplables macho-hembra de metacrilato y nailon, respectivamente, fabricadas 
en el Taller de Asistencia Técnica a la Investigaciôn de la Universidad Complutense de 
Madrid. La pieza de nailon présenta dos orificios en su base donde se insertan las cânulas 
guia, separados por una distancia que depende del ârea cerebral estudiada (CPF: 1.6mm; 
Hipocampo: 10mm). La pieza de metacrilato présenta también dos orificios, que encajan 
perfectamente con los de la pieza de nailon. Ambas piezas presentan, a su vez, un orificio 
en cada lateral que permite la inserciôn de un tomillo que asegura la inmovilizaciôn de la 
cânula de microdiâlisis.
-dos cânulas de acero inoxidable (denominadas cânulas gufa) de 902pm (20 ga) de 
diâmetro externe y 660pm de diâmetro intemo. Su longitud es de 8mm.
-dos cânulas de acero inoxidable (denominadas fiadores) con un diâmetro extemo de 
640pm (24 ga) y una longitud de 8.2mm.
Para la construcciôn del implante, las cânulas guia se insertan en los orificios practicados 
en la base de la pieza hembra y, para favorecer su fijaciôn, se aseguran en su base mediante 
résina epoxi (Araldit®). Al implantar este conjunto en el crâneo de la rata se asegura la 
adecuada localizaciôn de la cânula de microdiâlisis en el ârea cerebral objeto de estudio. 
Las cânulas guia permanecen ocluidas por los fiadores hasta el inicio del experimento de 
perfiisiôn intracerebral, momento en el que se extraen estos y se inserta la cânula de 
microdiâlisis.
2.2.Construcciôn de la cânula de microdiâlisis.
El diseno de las cânulas de microdiâlisis empleadas en este estudio procédé de nuestro 
laboratorio (Segovia et al, 1997). Para su fabricaciôn se utiliza:
-un capilar de silica con 144pm de diâmetro extemo y 75 pm de diâmetro intemo y una 
longitud de 55mm.
-una cânula de acero inoxidable de diâmetro extemo (23ga) y 10mm de longitud.
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-una cânula de acero inoxidable de 458pm de diâmetro extemo (26ga), 254pm de diâmetro 
intemo y 45mm de longitud.
-el extremo final de una punta de pipeta.
-membrana de diâlisis de cuprofano con un diâmetro de 200pm, una longitud de 4mm y un 
tamafio de exclusion molecular de 5000Da (Hospal, Espafta).
Los pasos para la constmcciôn de una cânula de microdiâlisis son los siguientes: a) se 
introduce el capilar de silica a través de una cânula de 23ga y se fija mediante pegamento 
(Super-Glue-3®, Loctite) de modo que la silica sobresalga 1mm por uno de los extremes; 
b) se acoda la cânula de 26ga a una longitud aproximada de 30mm con un ângulo de 
cercano a 40°, se realiza un orificio con ayuda de una lima a la altura del codo originado, se 
introduce el extremo de mayor longitud de la silica a través del orificio practicado en el 
codo de la cânula de 26 ga sin que la cânula de 23 ga llegue a contactar con el orificio, y se 
tapona dicho orificio mediante pegamento (Super Glue gel-3®, Loctite); d) se inserta la 
punta de pipeta a través del extremo inferior de la cânula de 23 ga y se hace ascender hasta 
que encaja en el codo de la cânula, y a continuaciôn se rellena la punta de pipeta con 
pegamento (Super Glue-3®, Loctite); se pasa la cânula de 20ga sobre el extremo corto de 
la cânula de 23ga y se fija con pegamento a 0.3mm del extremo; se corta el extremo de la 
silica bajo una lupa de modo que sobresalgan 4.5mm de silica por el extremo de la cânula 
de 23ga. Se introduce la membrana de diâlisis dejando un espacio de 0.5mm entre el 
extremo de la silica y el de la membrana de diâlisis. Ambos extremos se sellan con 
pegamento (Super Glue-3®, Loctite). La longitud final de las cânulas se ajusta mediante la 
inserciôn en la cânula de 23 ga, por debajo de la punta de pipeta, de una secciôn de 
polietileno de 20ga. Este paso ajusta la medida para que la cânula de microdiâlisis alcance 
con precisiôn el ârea cerebral de interés, para lo cual es necesaria una longitud de 16.5mm 
en el caso de la CPF (ver Figura 2).
Para procéder a la inserciôn de la cânula de microdiâlisis en el tejido cerebral: a) se 
introduce el extremo de ésta a través uno de los orificios de la pieza macho 
(correspondiente al hemisferio sobre el que se vaya a desarrollar el experimento) 
procurando que la membrana quede protegida en el interior de dicha pieza; b) se acopla la 
pieza macho sobre la pieza hembra y se hace descender lentamente la cânula de
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microdiâlisis a través de la cânula guia hasta la profundidad adecuada. Finalmente se 





Figura 2. Esquema de los pasos necesarios para la construcciôn 
de la cânula de microdiâlisis (véase texto).
20 ga
Figura 3.Esquema de los pasos necesarios para la inserciôn de la 
cânula de microdiâlisis (véase texto).
2.3.Cirugia estereotâxica.
Consiste en la colocaciôn, mediante un aparato estereotâxico, del implante para perfusion 
intracerebral en la cabeza del animal. Previamente a la operaciôn se anestesiô al animal 
mediante inyecciôn intraperitoneal de Equithesin (2ml/kg). El Equithesin se préparé en 
nuestro laboratorio, anadiendo de forma secuencial a 49.4 ml de etanol absolute (Scharlau,
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Espana) 21.25g de hidrato de clorai (Sigma, Espana), 4.86g de pentobarbital sôdico 
(Sigma, Espana) disueltos previamente en 21ml de agua bidestilada, 198ml de 1,2- 
propilénglicol (Merck, Alemania), 10.63g de sulfato magnésico (Merck, Alemania), 
disueltos previamente en 50ml de agua bidestilada y se enrasô la soluciôn final hasta 500ml 
con agua bidestilada. La soluciôn se conservé a temperatura ambiente en un recipiente 
opaco y cerrado.
Tras inducir anestesia profunda al animal (pérdida del reflejo comeal), se rasuré la zona de 
la operaciôn con ayuda de una maquinilla eléctrica para cortar el pelo (Andis Company, 
Estados Unidos) y se procediô a la operaciôn de implantaciôn del sistema bilateral de 
cânulas guia. Tanto el instrumental quirurgico como el implante se mantuvieron durante la 
intervenciôn en una soluciôn antiséptica de benzalconio (Armil 1:1000).
La inserciôn del implante se realiza como sigue: se coloca al animal en el aparato 
estereotâxico para roedores (David Kopf Instruments 900, Estados Unidos) fijando el 
maxilar superior a 3mm por debajo de la linea interaural; mediante una incisiôn 
longitudinal en la piel de la cabeza con un bisturi (Aesculap® BB515, Alemania) se deja al 
descubierto la calota del animal; se abre el campo mediante pinzas hemostâticas y, tras 
controlar la hemorragia secundaria al corte del tejido con ayuda de pequenos fragmentes 
de Espongostan Film® (Ferrosan, Dinamarca), se localiza el punto Bregma (punto de 
coincidencia entre las suturas frontoparietal e interparietal). Este punto se utiliza para 
calcular las coordenadas del eje anteroposterior y del eje lateral, segun el Atlas de Paxinos 
y Watson (Paxinos y Watson 1998). Una vez calculadas las coordenadas y corregidas en el 
estereotâxico para la adecuada posiciôn del implante se hace descender éste hasta que las 
cânulas gufa toquen la calota y se toma la coordenada del eje de profundidad. A 
continuaciôn se retira el implante de la zona de operaciôn y se procédé a la realizaciôn de 3 
orificios (uno anterior y dos posteriores con respecto a la futura posiciôn del implante) 
donde se emplazarân los tomillos de fijaciôn (1mm de diâmetro) (AgnTho's AB, Suecia).. 
Después se realizan otros dos orificios, a través de los cuales pasarân las cânuleis gufa del 
implante de perfiisiôn intracerebral. Los orificios se realizan mediante un taladro dental 
DESK 300IN (Silfraden, Italia), con una broca de 1mm de diâmetro (Meisinger, 
Alemania). A continuaciôn se vuelve a situar el implante en las coordenadas adecuadas y se 
hace descender. Las coordenadas empleadas fueron diferentes en funciôn del ârea objeto de 
estudio: CPF: rostral: +3.2mm; lateral; 0.8mm; profundidad:-2mm; Hipocampo ventral:
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rostral: -5.6mm; lateral: 5.0mm; profundidad: -3.4mm (ver Figuras 11 y 12). Una vez 
colocado el implante se fija a la calota con résina autopolimerizable Dentalon Plus® 
(Heraeus Kulzer, Alemania) de forma que queden incluidos en ella los tomillos de fijaciôn 
y la base del implante. Antes de retirar al animal del estereotâxico se introducen los 
fiadores en las cânulas guia para evitar su oclusiôn por hemorragia o restos de tejido. Tras 
la operaciôn quirurgica se contrôla el peso del animal y el estado de la herida.
2.4.Sistema de perfusion intracerebral in vivo.
La microdiâlisis es una técnica de perfiisiôn intracerebral que permite la recogida de 
sustancias quimicas présentes en el espacio extracelular (Robinson y Justice 1991). El 
procedimiento consiste en la perfusiôn continua de liquide ccfalorraquideo sintético 
(LCRs) a través de una cânula de microdiâlisis. La cânula recoge las sustancias quimicas 
présentés en el espacio extracelular atravesando la membrana dialitica de la misma a favor 
de gradiente de concentraciôn. De este modo se obtienen las muestras (perfundidos), que 
posteriormente se separarân en las distintas fracciones deseadas para ser analizadas.
Los experimentos de microdiâlisis se llevaron a cabo 6-7 dias tras la cimgia y siempre 
durante la fase oscura del ciclo luz/oscuridad (comienzo de los experimentos: 9-lOam). El 
LCRs que se empleô en los experimentos estaba compuesto por: NaCl: 137mM; CaCb: 
1.2mM; KCl: 3mM; MgSO: ImM; NaH2P0 4 : 0.5mM; NaHP0 4 : 2mM y glucosa: 3mM, 
todo ello diluido en agua bidestilada, con un pH=7.2.
Dado que tanto las concentraciones de dopamina como acetilcolina en la CPF son 
reducidas, se afiadieron al LCRs un inhibidor de la recaptura de dopamina (nomifensina) y 
un inhibidor de la enzima acetilcolinesterasa (neostigmina), que permiten incrementar los 
niveles basales de estos neurotransmisores para facilitar su detecciôn cromatogrâfîca 
(Consolo et al, 1987;Butcher et al, 1991;Damsma y Westerink 1991;Santiago et al, 
1993). Se empleô una concentraciôn de neostigmina (Sigma, Alemania) de IpM y una 
concentraciôn de nomifensina (Sigma, Alemania) de 5pM, que entran de los rangos 
empleados en la bibliografïa.
Los experimentos comenzaron con la preparaciôn del sistema de perfusiôn (Figura 4), que 
consta de los siguientes elementos:
59
Materiales y  métodos
-una bomba de infusion Harvard 22.
-dos jeringas Hamilton de 1 ml.
-una vâlvula Harvard HV 4-4 de cuatro vias.
-un soporte giratorio o swivel de dos canales TCS 2-23 (AgnTho's AB, Suecia) que se une, 
por un lado, a un brazo articulado (que se ancla a la caja de microdiâlsis) y, por otro, al 
sistema de anclaje que porta el animal.
-tubos de etileno propileno fluorizados (FEP Teflon®, AgnTho's AB, Suecia) con diâmetro 
extemo de 23 ga.
-adaptadores para tubos FEP (AgnTho's AB, Suecia).
El primer paso para la realizaciôn de los experimentos de microdiâlsis consiste en la 
sujeciôn ligera del animal, tras la cual se procédé a la retirada de los fiadores que bloquean 
las cânulas guia del implante del animal. A continuaciôn, y previamente a la inserciôn de la 
cânula de microdiâlisis, se inicia la perfusiôn de LCRs a través de la cânula con el fin de 
crear una presiôn hidrostâtica sobre la membrana que proporcione la rigidez adecuada para 
evitar asi su colapso durante la inserciôn a través de la cânula guia. A continuaciôn se 
introduce la cânula de microdiâlisis a través de la cânula guia correspondiente (como se ha 
descrito anteriormente). Una vez insertada la cânula se fija al implante mediante un tomillo 
perpendicular al implante (ver Figura 3). Por ultimo se ancla el animal al swiwel gracias a 
un enganche que se acopla a un “cinturôn” de plâstico flexible colocado previamente al 
animal y que le permite moverse libremente (ver Figura 4).
Figura 4 .Esquema del sistema de microdiâlisis empieado. (A) Bomba de perfusiôn;
(B) Vâlvula de 4 vias; (C) Swivel; (D) Cânula de microdiâlisis; (E) Recogida de la muestra.
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La perfusiôn se reaiizô a un flujo de 2pl/min gracias a una vâlvula Harvard HV (4-4) 
recogiéndose una muestra cada 20 min (40pl/muestra). Las muestras obtenidas se 
separaron en alicuotas antes de ser almacenadas a -80°C: 6pl para la detecciôn de 
glutamato, lOpl para la detecciôn de acetilcolina y 20pl para la detecciôn de dopamina. En 
los experimentos donde se evaluô la CORT libre, se separaron alicuotas de 15pl para su 
posterior cuantificaciôn.
2.5.Protocolo de perfusiôn y estrés.
El diseno del protocole de perfusiôn en estos experimentos fue como sigue (Tabla 1): 
-Periodo de estabilizaciôn de 180min que comienza tras la inserciôn de la cânula de 
microdiâlisis y durante el cual no se recogieron muestras. Este periodo es necesario para 
que las concentraciones extracelulares de los neurotransmisores se estabilicen tras la 
inserciôn de la cânula en el tejido cerebral.
-Periodo contrai de 60min durante el cual se recogieron très muestras que sirvieron 
posteriormente para determinar los niveles basales de los neurotransmisores y la CORT, 
que se establecieron como control con respecto al resto de muestras (ver Estadistica). 
-Periodo de restricciôn del movimiento del animal (estrés) de 40 min. Se restringiô 
manualmente el movimiento del animal, prestando especial atenciôn a que éste no se 
levantase sobre sus patas traseras.
-Periodo post-estrés de 140min durante el cual se analizaron los efectos de la restricciôn 
del movimiento sobre la concentraciôn de los neurotransmisores.
Estabilizaciôn Basai Estrés Post-estrés
180min 60min 40min 140min
Tabla 1. Protocolo de los experimentos de microdiâlisis correspondientes al objetivo 1.
En el caso de los experimentos llevados a cabo en los objetivos 3.2 y 3.3, en los que se 
evaluô la concentraciôn de CORT en la CPF y/o el hipocampo, el estrés consistiô en la 
restricciôn del movimiento durante 20min, mediante el empleo de una tela provista de tiras 
de velcro con la que se enrollô al animal. El protocolo, en este caso, por tanto, fue como 
sigue:
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Estabilizaciôn Basai Estrés Post-estrés
180min 60min 20min 160min
Tabla 2. Protocolo de los experimentos de microdiâlisis correspondientes al objetivo 3.
2.6.Anàlisis de neurotransmisores por cromatografîa liquida de alta resoiucion.
2.6.1.Detecciôn de catecoiaminas.
La detecciôn de catecoiaminas se realizô mediante cromatografîa liquida de alta resoiucion 
(HPLC) de fase reversa acoplada a un detector electroquimico siguiendo el método 
empleado en nuestro laboratorio en estudios previos (Segovia et al, 1997;Segovia y Mora 
1998;Segovia et al, 1999a). El volumen de muestra necesario para el anâlisis de 
catecoiaminas fue de 20pl, que se inyectaron mediante un inyector automâtico refngerado 
(4°C) (HP Series 1200, Hewlett-Packard, Espana), pasando a través de una columna CIS 
Nova-Pak® C l8 (Waters, Espana), que présenta un tamano de partfcula de 4pm, 3.9mm de 
diâmetro y 150mm de longitud.
2.6.1.1 .Condiciones cromatogràfîcas.
Para la separaciôn de catecoiaminas se empleô un sistema desgasifîcador de bombeo HP 
Series 1200 (Hewlett-Packard, Espana) de programa isocrâtico con un flujo constante de 
1 ml/min y una fase môvil que permite la detecciôn de dopamina y de sus metabolitos âcido 
homovanilico (HVA) y âcido dihidroxifenilacético (DOPAC) en aproximadamente 5.5min 
(ver Figura 5). Para preparar la fase môvil se requieren los siguientes reactivos:
-Metanol grado HPLC (Scharlau, Espana).
-Acetato sôdico (Merck, Alemania)
-Âcido citrico (Merck, Alemania).
-Sulfonato sôdico (Scharlau, Espafia).
Âcido etildiaminotetraacético (EDTA) (Sigma, Espana).
La fase môvil consistiô en una soluciôn 82/12 (Zanassi et al, 1999) de tampôn acetato- 
citrato O.IM y metanol grado HPLC. El tampôn acetato-citrato se preparô disolviendo 
acetato sôdico y âcido citrico en agua MQ. A esta soluciôn se afiadiô sulfonato sôdico 
2.9mM y EDTA ImM (pH=3.48), ajustado con HCl IN (Panreac Quimica S.A., Espafia). 
Por ultimo se filtrô el tampôn (fîltros GSWP4700, poro 22pm, Millipore). Previamente a su 
utilizaciôn, la fase môvil se introdujo en un bano de sonicaciôn de 15min para favorecer su
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desgasificaciôn. Cada fase môvil se mantuvo reciclando en el sistema de HPLC durante 
aproximadamente un mes.
La detecciôn de las catecoiaminas se realizô mediante un detector electroquimico 
Coulochem II, modelo 5200 (ESA, Estados Unidos), que consta de dos células analiticas 
(ESA 5011), la célula 1 o de oxidaciôn fijada a +375mV, con una sensibilidad de 2pA, y la 
célula 2 o de reducciôn fijada a -250mV, con una sensibilidad de InA. Se emplearon dos 
células analiticas debido a la diferencia de concentraciones entre la dopamina (rango nM) y 
sus metabolitos (rango pM), condiciones que dificultan su detecciôn con una sola célula 
(ver Figura 5).
El calcule de los tiempos de retenciôn y cuantificaciôn de las catecoiaminas présentés en la 
muestra de perfundido se realizô mediante un programa informâtico (Millenium 32, 
Waters, Espafia) siguiendo el método de estandar extemo.
B
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Figura 5. Ejemplo de cromatogramas obtenidos en las condiciones cromatogràfîcas descritas en el texto. 
A: Patrôn (InM  para dopamina, lOOnM para DOPAC y HVA. B: Ejemplo correspondiente a una muestra 
de dializado de un experimento de microdiâlisis. Arriba: célula 1 o de oxidaciôn; abajo: célula 2 o de 
reducciôn. Abreviatura: DA: dopamina.
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2.6.1.2.Calibraciôn.
La calibraciôn se llevô a cabo con el fin de insertar en el programa informâtico los valores 
de referenda del tiempo de retenciôn, asi como el factor de respuesta correspondiente a la 
dopamina. El tiempo de retenciôn de una sustancia es el tiempo necesario para que dicha 
sustancia recorra completamente la columna de separaciôn del cromatôgrafo. El factor de 
respuesta de una sustancia pone en relaciôn las concentraciones conocidas de esa sustancia 
con las areas de los picos cromatogrâficos. Para llevar a cabo la calibraciôn del 
cromatôgrafo se inyectaron patrones con diferentes concentraciones de dopamina (0.5, 1, 2, 
4, 10, 25 y 50nM). Su limite de detecciôn fue de 0.15nM.
2.6.1.3.Càlculo del coeficiente de variaciôn.
Para calcular la variaciôn intrinseca propia del método de anâlisis se inyectan en el 
cromatôgrafo 6 alicuotas de una soluciôn patrôn InM de dopamina. Puesto que estas 
inyecciones son realizadas por el mismo experimentador y en las mismas condiciones, las 
posibles diferencias obtenidas ban de ser debidas a la variabilidad propia del método. Los 
coeficientes de variaciôn (CV) obtenidos para la dopamina se expresan en la Tabla 3:
n Media (nM) S CV
6 0.98 0.11 11.59
Tabla 3.Coefîciente de variaciôn de dopamina empleando el método descrito; n, tamaflo de 
muestra; s, desviaciôn estândar; CV, coeficiente de variaciôn.
2.6.1.4.Lmealidad del anâlisis cromatogrâfico.
Para determinar la linealidad del método de anâlisis cromatogrâfico utilizado se inyectaron 
soluciones patrôn con concentraciones variables y conocidas de las catecoiaminas a 
analizar. La representaciôn grâfica de la relaciôn entre el ârea bajo la curva de cada 
catecolamina (eje de ordenadas) y la concentraciôn inyectada (eje de abscisas) se ajustô a 
una linea recta (Figura 6 ).
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Figura 6. Curva de linealidad obtenida para la dopamina bajo las condiciones cromatogràfîcas descritas.
2.6.2.Detecciôn de acetilcolina.
El contenido de acetilcolina présenté en las muestras recogidas del medio extracelular in 
vivo fue analizado mediante HPLC de intercambio iônico acoplada a detecciôn 
electroquimica (Hernandez et al., 2003). El volumen de muestra utilizado fixe de lOpl, 
que se inyectaron mediante un inyector automâtico refrigerado (4°C) (HP 1100 Series, 
Hewlett-Packard, Espana), pasando a través de una columna microbore (UniJet 
microbore ACh/Ch analytical column, BAS, Estados Unidos), que présenta un tamaflo 
de partfcula de lOpm, 1mm de diâmetro y 530mm de longitud. A continuaciôn de la 
columna se dispuso el reactor enzimâtico (UniJet microbore ACh/Ch IMER, BAS, 
Estados Unidos) de dimensiones 50 x 1 mm y tamaüo de partfcula de lOpm, en cuyo 
interior se produce la hidrôlisis de acetilcolina en colina y acetato mediante la enzima 
acetilcolinesterasa y posteriormente, la colina, por acciôn de la enzima colina-oxidasa, 
se hidroliza a perôxido de hidrôgeno y betafna. La detecciôn del perôxido de hidrôgeno 
se lleva a cabo mediante un detector Electrochem (modelo HP 1049A, Hewlett-Packard, 
Espafia) que contiene un electrodo de platino (BAS, Estados Unidos), fijado a un 
potencial de oxidaciôn de +500mV.
2.6.2.1.Condiciones cromatogràficas.
Para la separaciôn de la acetilcolina se empleô un sistema desgasifîcador de bombeo 
(autoinyector HP 1100 Series, Hewlett-Packard, Espafia) de programa isocrâtico con un 
flujo constante de 0.15 ml/min y una fase môvil que permite la detecciôn de acetilcolina 
y colina en aproximadamente 10min. La fase môvil fixe un tampôn fosfato cuya
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composiciôn fue la siguiente:
- Agua ultrapura (sistema de purificaciôn Milli-Q Plus.®, Millipore);
- Sodio di-hidrôgeno fosfato (Panreac Quimica S.A., Espana) 50 mM;
- Âcido etilen-diamino-tetraacético (EDTA) 0.5 mM.
Con el fin de evitar el crecimiento bacteriano en el sistema cromatogrâfico, se afiadiô el 
bacteriostâtico ProClin® 150 Reagent (BAS, Estados Unidos), 5ml por litro de tampon.
Por ultimo se ajustô el pH de la soluciôn a 8.5 con NaOH puro (Merck, Alemania). 
Antes de recorrer el sistema de cromatografîa, la fase môvil fue fîltrada (fîltros 
GSWP4700, poro 22pm, Millipore).
Con estas condiciones cromatogràfîcas el tiempo de retenciôn de la ACh fue de 6.5 min, 
mientras que el de colina fue de 8.5 min. Los datos cromatogrâficos fueron procesados 
mediante el software HPChemStation (Hewlett-Packard, Espafia). La Figura 7 muestra 
un ejemplo de cromatogramas correspondientes a un patrôn y a una muestra problema 
obtenidos bajo las condiciones descritas en las que se analizaron la acetilcolina y la 
colina.
2.6.2.2.Calibraciôn.
Para crear la tabla de calibraciôn fue necesario proporcionar al software: 1) el tiempo de 
retenciôn del pico correspondiente a cada compuesto inyectado; 2) la concentraciôn de 
cada componente inyectado. Para el anâlisis de acetilcolina, se realizô una calibraciôn 
de 6 niveles, inyectando muestras patrôn a las concentraciones de 10-25-50-100-200- 
500 nM. El limite de detecciôn bajo las condiciones descritas fue de 5nM.
2.6.2.3. Câlculo del coeficiente de variaciôn.
Para calcular la variaciôn intrinseca propia del método de anâlisis se inyectan en el 
cromatôgrafo 6 alicuotas de una soluciôn patrôn 50nM de acetilcolina. Puesto que estas 
inyecciones son realizadas por el mismo experimentador y en las mismas condiciones, las 
posibles diferencias obtenidas ban de ser debidas a la variabilidad propia del método. Los 
coeficientes de variaciôn (CV) obtenidos para la acetilcolina se expresan en la Tabla 4:
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Figura 7. Ejemplo de cromatogramas obtenidos en las condiciones cromatogràfîcas descritas en el texto. 
Arriba:: Patrôn (50nM para acetilcolina, 250nM para colina. Abajo: Ejemplo correspondiente a una 
muestra de perfundido de un experimento de microdiâlisis. Abreviatura: ACh: acetilcolina.
n Media (nM) S CV
6 56 3.97 7.05
Tabla 4.Coeficiente de variaciôn de acetilcolina empleando el método descrito; n, tamaflo de 
muestra; s, desviaciôn estândar; CV, coeficiente de variaciôn.
2.6.2.4.Lmealidad del anâlisis cromatogrâfico.
Para determinar la linealidad del método de anâlisis cromatogrâfico utilizado se 
inyectaron en el cromatôgrafo soluciones patrôn con concentraciones variables de
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acetilcolina y colina. La representaciôn grâfica de la relaciôn entre el ârea bajo la curva 
de la acetilcolina (eje de ordenadas) y la concentraciôn inyectada (eje de abscisas) se 
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Figura 8. Curva de linealidad obtenida para acetilcolina y colina bajo las condiciones cromatogràfîcas 
descritas.
2.6.3.Detecciôn de aminoâcidos (glutamato).
El anâlisis de aminoâcidos se realizô mediante HPLC acoplada a un detector de 
fluorescencia (Waters, 474, Estados Unidos). Para llevar a cabo la cuantificaciôn de los 
aminoâcidos se realiza una derivaciôn precolumna con el reactivo o-ftaldehido-3- 
mercaptopropiônico (OPA-3-mercaptopropiônico) de acuerdo con los métodos descritos 
previamente en el laboratorio (Segovia et al, 1997;Segovia y Mora 1998;Segovia et al, 
1999b). La preparaciôn de OP A-3-mercaptopropiônico requiere los siguientes reactivos: 
-o-ftaldehido (OPA) (Sigma, Alemania).
-Âcido 3-mercaptopropiônico (Sigma, Alemania)
-Borato sôdico (Na2B4O7l0H2O) (Merck, Alemania).
-Metanol grado HPLC (Scharlau, Espana).
68
Materiales y  métodos
Se disuelven 32mg de OPA en SOOpl de metanol, a los que se anaden 7140pl de una 
soluciôn tampôn de borato sôdico O.IM ajustada a un pH de 9.5. Posteriormente se anaden 
54pl de âcido 3-mercaptopropiônico. La soluciôn debe conservarse a temperatura ambiente 
en un ffasco opaco y cerrado. El reactivo es preparado cada semana.
La derivaciôn precolumna se realiza mediante la programaciôn de un inyector automâtico 
refrigerado (4°C) (HP 1100 Series, Hewlett-Packard), que lleva a cabo los siguientes pasos: 
a la muestra de 6pl se le anaden 6pl de estândar intemo (homoserina 6.25pM). 
Posteriormente se anaden lOpl del reactivo OPA-3-mercaptopropiônico. Al cabo de 1min 
se anaden 5pl de âcido acético al 5% con el fin de reducir el pH de la reacciôn y detenerla. 
Finalizada la derivaciôn, se realiza la inyecciôn de la muestra que pasa por una columna 
Spherisorb ® ODS-2 (Phase Separations) con un tamano de partfcula de 5pm, un diâmetro 
de 4.6mm y una longitud de 150mm.
2.6.3.1.Condiciones cromatogràficas.
Con el fin de lograr una separaciôn entre picos bien definida, se empleô un programa de 
gradientes de dos fases môviles con un flujo constante de 1 ml/min. Los reactivos 
empleados en la preparaciôn de las dos fases môviles fueron los siguientes:
-Agua ultrapura obtenida de un sistema de purificaciôn Mili-Q Plus ® (Milipore) y filtrada 
posteriormente (filtro de 0.45pm de poro, Milipore).
-Alcohol isopropilico grado HPLC (Scharlau, Espana).
-Metanol grado HPLC (Scharlau, Espafia).
-Tampôn acetato sôdico 4M (Sigma, Espafia).
-NaOH en lentejas (Merck, Alemania).
-Âcido acético (Merck, Alemania).
La fase môvil A consiste en una soluciôn 95/5 (Zanassi et al, 1999) de tampôn acetato 
sôdico 50mM y metanol, a la cual se le ahaden 12.5ml de alcohol isopropilico por cada 
litro de mezcla. El tampôn acetato sôdico se prépara a partir de una soluciôn de acetato 
sôdico 4M, ajustada a un pH de 5.67 con NaOH y âcido acético glacial, y posteriormente 
filtrada (filtro de 0.45pm, Milipore). La fase môvil B es una soluciôn 70/30 (Zanassi et al, 
1999) de metanol y agua. Previamente a su utilizaciôn, ambas soluciones se introdujeron en
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un bano de sonicaciôn durante 15min para su desgasificaciôn. Durante el proceso de 
anâlisis, la desgasificaciôn se realizô mediante un flujo de helio de lOml/min.
Se estableciô un programa de gradiente de paso de ambas soluciones, presentado en la 
Tabla 5. Los primeros 16min de este programa son el tiempo de anâlisis de la muestra y los 
4min siguientes permiten recuperar las condiciones iniciales.
Tiempo (min) Flujo (ml/min) Fase A Fase B
0.00 1.00 90 10
9.00 1.00 52 48
12.00 1.00 0 100
16.00 1.00 0 100
16.01 1.00 90 10
20.00 1.00 90 10
Tabla 5. Programa de gradientes para el anâlisis de aminoâcidos.
La detecciôn de los aminoâcidos OPA-derivados se llevô a cabo mediante un detector de 
fluorescencia Waters 474 con un filtro de excitaciôn de 340nm y un filtro de emisiôn de 
460nm. El câlculo del tiempo de retenciôn y la cuantificaciôn de los aminoâcidos se realizô 
mediante el programa informâtico Millenium 32 ® (Waters) siguiendo el método del 
estândar intemo. Mediante este método se anade a todas las muestras una concentraciôn 
conocida de una molécula que constituirâ el estândar intemo. La concentraciôn de cada uno 
de los aminoâcidos se obtiene mediante el cociente entre el ârea del pico correspondiente al 
aminoâcido estudiado dividido por el ârea de estândar intemo para cada una de las 
muestras. El estândar intemo empleado fiie homoserina. El tiempo de retenciôn para el 
glutamato fue aproximadamente de 4.5 min (ver Figura 9).
2.6.3.2.Calibraciôn.
La calibraciôn se realizô con el fin de proporcionar al programa informâtico los valores de 
referenda de los tiempos de retenciôn, asi como la recta de calibraciôn de cada aminoâcido 
analizado. Para ello se prepararon soluciones patrôn con cada uno de los aminoâcidos 
analizados a partir de las soluciones madré. La calibraciôn se realiza inyectando en el
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cromatôgrafo cinco patrones de concentraciones diferentes (0.25, 0.5, 1, 5, 10, 20pM). El
limite de detecciôn fue de 0.05pM.
^  40 .00-
Figura 9. Ejemplo de cromatogramas obtenidos en las condiciones cromatogràficas descritas en el texto. 
Arriba:: Patrôn (IpM  para cada uno de los aminoâcidos,). Abajo: Ejemplo correspondiente a una muestra 
de perfundido de un experimento de microdiâlisis. Abreviaturas: GLU: glutamato; HSER: Homoserina.
2.6.3.3.Càlculo del coeficiente de variaciôn.
Para calcular la variaciôn intrinseca propia del método de anâlisis se inyectan en el 
cromatôgrafo 6 alicuotas de una soluciôn patrôn 1 pM. Puesto que estas inyecciones fueron 
realizadas en las mismas condiciones, las posibles diferencias obtenidas ban de ser debidas 
a la variabilidad propia del método. El coeficiente de variaciôn (CV) obtenido para el 
glutamato se muestra en la Tabla 6:
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n Media (jiM) S CV
Glutamato 6 1.25 0.075 5.272
Tabla ô.Coefîciente de variaciôn de glutamato con el método descrito; n, tamaflo de 
muestra; s, desviaciôn estândar; CV, coeficiente de variaciôn.
2.6.3.4.Linealidad del anâlisis cromatogrâfico.
Para determinar la linealidad del método de anâlisis cromatogrâfico se inyectaron 
soluciones patron con concentraciones variables de los aminoâcidos a analizar. La 
representaciôn grâfica entre el cociente ârea aminoâcido/ârea de estândar intemo (eje 
ordenadas) y la concentraciôn de aminoâcido (eje abscisas) se ajusta a una linea recta 
(Figura 10)
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Fig.lO : Curva de linealidad obtenida para los aminoâcidos glutamato y GABA bajo las condiciones 
cromatogràficas descritas en el texto.
2.7.Verificaciôn de la localizaciôn de la cânula de microdiâlsis.
Una vez concluidos los experimentos de microdiâlsis se sacrificô a los animales mediante 
una sobredosis de Equithesin. A continuaciôn, tras perfusiôn intracardiaca mediante 
soluciôn salina (NaCl 0.9%), seguida de paraformaldheido 4%, se extrajeron los cerebros, 
manteniéndolos en paraformaldehido durante la noche y pasândolos a tampôn fosfato O.IM 
hasta su posterior disecciôn. Se realizaron cortes de los cerebros de 50pm de espesor 
mediante un criostato (Leica CM 1510S, Alemania). Las secciones se observaron mediante
72
Materiales y  métodos
una lupa de aumento (Zeiss Stemi 2000, Alemania). La posiciôn aproximada de las cânulas 




Figura 11. Representaciôn esquemâtica de un corte coronal de un cerebro de rata. En gris claro se 
representan las âreas prelimbica (dorsal) e infralimbica (ventral) de la CPF (ver también Figura 1 de la 
Introducciôn). En rojo se représenta el ârea aproximada ocupada por la membrana de la cânula de 
microdiâlisis. La fracciôn rayada représenta la secciôn correspondiente a la cânula guia del implante y en 
gris oscuro se représenta la porciôn metâlica de la cânula que pénétra en el cerebro del animal. 
Modificado de Paxinos y Watson (1998).
B: eg:nn -5.60iniii
Figura 12. Representaciôn esquemâtica de un corte coronal de un cerebro de rata. En rojo se représenta el 
ârea aproximada ocupada por la membrana de la cânula de microdiâlisis (hipocampo ventral). La fracciôn 
rayada représenta la secciôn correspondiente a la cânula guia del implante y en gris oscuro se représenta 
la porciôn metâlica de la cânula que pénétra en el cerebro del animal. Modificado de Paxinos y Watson 
(1998).
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3.Cuaiitif!caci6n de CORT mediante radioinmunoensavo.
El radioinmunoensayo (RIA) es una técnica que se basa en la competencia entre una 
hormona marcada con un radioisotope y la misma hormona natural présente en la 
muestra por un anticuerpo altamente especifîco contra la hormona correspondiente (en 
nuestro caso, la CORT). Como las cantidades de hormona marcada y anticuerpo son 
siempre las mismas y lo que varia es la cantidad de hormona no marcada, después de un 
proceso en el que se separen la hormona libre de la unida a anticuerpo, cuanto mayor 
sea la cantidad de hormona fria (sin marcaje) menor sera la fracciôn de hormona 
marcada unida al anticuerpo y, por tanto, menor la cantidad de radiactividad medida. De 
este modo, estableciendo una curva patrôn con cantidades conocidas de hormona natural 
podemos deducir la cantidad de hormona fria existente en una muestra en funciôn de la 
radiactividad unida al anticuerpo.
3.1.Cuantificaciôn de CORT plasmàtica.
En el caso del objetivo 3.1. (estudio de los niveles basales de CORT plasmàtica en 
animales mantenidos en EA y condiciones control), las muestras de sangre fueron 
obtenidas mediante decapitaciôn de los animales. En el caso del objetivo 3.3 (estudio 
de niveles basales y en respuesta a estrés de CORT plasmàtica en animales jôvenes y 
viejos) las muestras se obtuvieron mediante corte en el rabo. En ambos casos las 
muestras de sangre se recogieron en viales previamente heparinizados.
Las muestras se centrifugaron (10min, lOOOOrpm) y se retirô la fase correspondiente al 
plasma (sobrenadante). Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su posterior anâlisis. 
Para llevar a cabo el anâlisis de la CORT plasmàtica se empleô un kit comercial (MF 
Biomedicals. Estados Unidos).
Para evaluar la concentraciôn de CORT plasmàtica total de las muestras de sangre se 
siguieron los pasos que indica el protocolo del kit comercial. Las muestras se diluyeron 
1/200 en un diluyente esteroide. A las muestras diluidas se les anadieron 200pl de 
CORT y, a continuaciôn, 300pl de anti-CORT y se agitaron. Se incubaron las 
muestras durante 2h y se anadieron 500pl de soluciôn précipitante. Los tubos se 
agitaron y seguidamente se centrifugaron durante 15min a 1000g. Finalmente se aspirô
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el sobrenadante con ayuda de una pipeta Pasteur acoplada a una bomba de vacio. Junto 
con las muestras analizadas se préparé una curva de calibraciôn mediante patrones de 
CORT proporcionados por el kit (25ng/ml-1000ng/ml). Por ultimo, tanto la curva de 
calibrado como las muestras se analizaron mediante un contador gamma. El contador 
mide, por tanto, la cantidad de hormona marcada que se haya unido al anticuerpo al 
competir con la CORT libre présente en las muestras. El software del sistema de 
cuantificaciôn proporciona la curva estandar en la que représenta en el eje de ordenadas 
(eje Y) el cociente B/BO (se définira a continuaciôn) y en el eje de abscisas (eje X) las 
concentraciones de los distintos patrones empleados para obtener la curva estândar (en 
escala logaritmica). El cociente B/BO se obtiene del siguiente modo:
cpm (patrôn n) -  cpm (NSB)
B/Bo=-----------------------------------------
cpm (patrôn 0) -  cpm (NSB)
siendo cpm (patrôn n): las cuentas por minuto del patrôn n. 
cpm NSB: las cuentas por minuto de un tubo que mide la uniôn 
inespecifica (sôlo se ha anadido al mismo el diluyente esteroide y la 
hormona marcada).
cpm (patrôn 0): cuentas por minuto de un tubo al que no se anade 
muestra o patrôn alguno, pero si el resto de reactivos (mide la uniôn 
inespecifica en presencia del anticuerpo no marcado).
El software del sistema calcula la concentraciôn de cada uno de los patrones de la curva 
en base a la pendiente de la curva y la varianza de los duplicados de cada muestra. 
Asimismo, si alguna de las muestras se aleja demasiado de su duplicado, el software lo 
élimina de la representaciôn. Las muestras son calculadas interpolando el valor de cpm 
de cada una de ellas en la curva estândar (ver Figura 13).
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Figura 13. Ejemplo de curva estândar para cuantificar CORT en plasma.
3.2.Cuantificaciôn de CORT libre en muestras de microdiâlisis.
Dado que en el cerebro no se encuentran las protei'nas transportadoras de corticosterona, 
toda la CORT présente en el cerebro es CORT libre, que constituye en tomo a un 5-10% 
de la CORT plasmàtica (Rosner 1990), por lo que su concentraciôn es mucho mas 
reducida que la de la CORT plasmàtica (CORT libre màs la unida a proteinas). Ademàs, 
no toda la CORT présente en el espacio extracelular atraviesa la membrana de la cànula 
de microdiâlisis, por lo que la concentraciôn de CORT libre de los dializados es 
sensiblemente menor que la présente en muestras de plasma. Por ello, para incrementar 
la sensibilidad del kit comercial (disenado para medir muestras de CORT plasmàtica) se 
redujo % el volumen de hormona marcada y las muestras no se diluyeron. Con ello se 
facilitô la competitividad de la hormona fria. Ademàs en la curva estândar se anadieron 
algunos puntos de menor concentraciôn de CORT (6.25 y 12.5ng/ml mediante 
diluciones del patrôn original de 25ng/ml). Los resultados obtenidos se corrigieron 
multiplicàndolos por 200, dado que estas muestras no se diluyen, al contrario de lo que 
se hace con las muestras de plasma. Los niveles basales de CORT libre fueron bajos 
pero se encontraron por encima del nivel de detecciôn. La Figura 14 muestra un 
ejemplo de curva estândar realizada para cuantificar muestras de dializados.
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20. 50. 100. 200
Figura 14. Ejemplo de curva estândar modiflcada para cuantificar CORT en muestras de dializado. 
4.Evaluaci6n de la actividad motora en un ambiente novedoso.
Se emplearon para ello dos aparatos de campo abierto (MED Associates Inc,VT, Estados 
Unidos). Cada campo abierto consiste en ima caja cuadrada de Plexiglas (80x80x30cm) 
equipada con dos hileras de ocho células fotoeléctricas cada una situadas a 5 y 15cm de 
altura, que registran la actividad horizontal y vertical del animal (Figura 15). Los animales 
fueron colocados una sola vez en el centro del campo abierto y exploraron este libremente 
durante 60min, durante los cuales se registraron las interrupciones de las células 
fotoeléctricas gracias a un programa informâtico (MED Associates Inc, VT, Estados 
Unidos).
El campo abierto se limpiô cuidadosamente con etanol 70% antes de colocar a cada uno de 
los animales en el campo abierto para evitar la permanencia de restos olfativos que 
pudiesen alterar o guiar la actividad motora del siguiente animal evaluado.
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Figura 15. Fotografia de los aparatos de campo abierto empleados en el présente trabajo.
S.Evaluacion de la memoria de trabaio mediante un laberinto acuâtico en forma de T.
S.l.Caracteristicas generates.
Este método utilizado para evaluar la memoria de trabajo en un laberinto en forma de T es 
una adaptaciôn del empleado por Aultmann y Moghaddam (2001) para llevarlo a cabo en 
una version acuâtica. Esta adaptaciôn permite evaluar la memoria de trabajo sin necesidad 
de privar a los animales de alimente para motivaries. Ya se ha realizado previamente esta 
misma modificaciôn en el laberinto radial para evaluar la memoria de trabajo (Bimonte et 
ai, 2000). Recientemente nuestro modelo de laberinto en T acuâtico ha sido evaluado y 
validado mediante drogas psicoactivas que modulan la memoria de trabajo (Locchi et al,
2007).
Para realizar esta evaluaciôn conductual se empleô un laberinto en forma de T de Plexiglâs 
(1cm de grosor) de color gris que consta de un brazo largo o principal y un brazo corto 
perpendicular al principal. El brazo largo esté conectado con el brazo corto por dos 
compuertas correderas (a modo de guillotina) que se manejan manualmente y que dividen 
al brazo corto en dos extremos, derecho (D) e izquierdo (I) (ver Figura 16). Las medidas 
son 100x20x40cm para el brazo largo y 90x20x40 para el brazo corto. En cada extremo del 
brazo corto se encuentra una plataforma gris de Plexiglâs (10x10cm), que puede retirarse y 
que cuelga mediante un soporte del borde superior del laberinto y permanece 1cm por
78
Materiales y  métodos
debajo del nivel del agua. La temperatura del agua se mantuvo constante a 23±2°C. El 
estudio se llevô a cabo en la fase oscura del ciclo luz/oscuridad (luz roja), por lo que los 
animales no disponian de pistas visuales que pudiesen ayudarles en la realizaciôn de la 
prueba.
La memoria de trabajo se evaluô mediante una prueba de altemancia con ensayos pareados 
discretos, imponiendo como régla de aprendizaje la falta de correspondencia retardada a 
una muestra {delayed non-matching to sample) (Figura 16). De forma resumida, la prueba 
consiste en la realizaciôn diaria, por parte de los animales, de una secuencia de 10 ensayos 
pareados independientes, que consisten en una Carrera Forzada seguida de una Carrera 
Libre con un intervalo de retenciôn entre ambas. En la Carrera Forzada se obliga al animal 
a nadar hacia uno de los extremos del brazo corto donde encontrarâ la plataforma (la 
entrada al otro extremo se encontrarâ bloqueada gracias a la compuerta correspondiente). 
Transcurrido el intervalo de retenciôn {delay) se coloca de nuevo al animal en el laberinto 
para que realice la Carrera Libre, habiendo retirado previamente la plataforma del extremo 
al cual se habia dirigido en la Carrera Forzada. En la Carrera Libre el animal puede elegir 
hacia que extremo del brazo corto puede dirigirse ya que ambos se encuentran abiertos, 
pero sôlo hallarâ la plataforma en el extremo opuesto al que se dirigiô en la Carrera 
Forzada. El tiempo entre ensayos pareados se denomina Intervalo entre ensayos. Tanto 
durante el Intervalo de retenciôn como durante el Intervalo entre ensayos la rata 
permaneciô en una caja de Plexiglâs en la misma habitaciôn donde se realizô la prueba.
5.2.Procedimiento experimental.
El primer dia cada animal es forzado a nadar durante 1 minuto en el laberinto, teniendo 
acceso libre a los extremos del brazo corto, en los cuales no hay plataformas colocadas, de 
modo que el animal pueda explorar todo el laberinto y habituarse al mismo.
El segundo y tercer dia los animales realizan 10 ensayos pareados independientes pero en 
los que el animal sôlo realiza Carreras Libres (siempre hay uno de los dos extremos del 
brazo corto que se encuentra bloqueado con el fin de facilitar el aprendizaje). Durante estos 
dos dias, en cada ensayo pareado se actùa del siguiente modo: el animal es depositado en el 
agua en el extremo de salida del brazo largo del laberinto con acceso a un solo extremo del 
brazo corto (I o D) donde permanece 10s. A continuaciôn se recoge al animal y se le
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deposita durante 10s (Intervalo de retenciôn) en una jaula provisional para, seguidamente, 
volver a colocarlo en el extremo de salida del brazo largo con acceso ùnicamente al 
extremo contrario al que ha visitado anteriormente y en el que también encontrarâ una 
plataforma. Seguidamente el animal es devuelto a la jaula provisional donde permanece 
durante 30s (Intervalo entre ensayos) hasta el siguiente ensayo pareado.
A partir del cuarto dia comienzan los ensayos pareados que consisten en una Carrera 
Forzada y una Carrera Libre. Se procédé del mismo modo que en los dias anteriores pero 
en este caso en la segunda parte de cada ensayo el animal tiene acceso libre a ambos 
extremos del brazo corto y sôlo hallarâ plataforma en el extremo opuesto al que se dirigiô 
en la Carrera Forzada. Si el animal elige el extremo errôneo en la Carrera Libre se bajan las 
compuertas y es encerrado durante 10s en el extremo del brazo corto al que ha llegado y, 
transcurrido ese tiempo, se levantan ambas compuertas para dar acceso al animal al brazo 
en el que se encontraba colocada la plataforma. Estos ensayos pareados se repiten 10 veces 
al dia utilizando una secuencia aleatoria (ej: D-I-D-D-I-I-D-D-I-I). La misma secuencia se 
mantuvo para todos los animales en el mismo dia pero lue diferente cada dia. Los animales 
fueron entrenados hasta alcanzar el criterio de aprendizaje, que consistiô en alcanzar una 
tasa de aciertos igual o superior al 70% (7 aciertos de 10 posibles) durante, al menos, très 
dias consecutivos.
Cuando los animales alcanzaron el criterio de aprendizaje, se evaluô la memoria de trabajo 
en condiciones de estrés agudo, para lo cual, previamente a la realizaciôn de la prueba en el 
laberinto en forma de T se introdujo al animal en un campo abierto iluminado con una luz 
blanca (60W) durante 10min. El campo abierto fue el mismo que el descrito previamente 
(ver punto 4) El dia siguiente se evaluô la memoria de trabajo del animal del mismo modo 
que durante los dias de entrenamiento, para comprobar que los efectos del estrés no se 
prolongaron en el tiempo mâs allâ de un dia.
Por ultimo, se evaluô a los animales imponiéndoles u mayor intervalo de retenciôn, que 
pasô de 10 a 100s en todos los ensayos durante 3 dias consecutivos, con el fin de 
comprobar que la prueba era dependiente de dicho intervalo de retenciôn y, por tanto, de 
memoria de trabajo.
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CARRERA FORZADA CARRERA LIBRE
Compuerta
Plataforma
Intervalo de retenciôn 
(109)
Plataforma
Figura 16. Ejemplo de ensayo pareado en el laberinto en T. El animal, en la carrera forzada, es obligado a 
dirigirse al extremo izquierdo del brazo corto del laberinto en T. Transcurrido el intervalo de retenciôn 
(10s en una caja), el animal es de nuevo colocado en el laberinto para realizar la carrera libre, donde sôlo 
encontrarâ la plataforma en el extremo del brazo corto contrario al que se dirigiô en la carrera forzada (en 
el ejemplo de la figura, el extremo derecho).
6.Protocolo experimental.
En la Tabla 7 puede observarse de forma esquematizada el protocolo experimental 
empleado con cada animal en el caso de los experimentos correspondientes a los 
objetivos 1 y 2.
Condiciôn ambiental Conducta Cirugia Recuperaciôn Microdiâlisis Sacrificio
3, 12 6 21 meses 1 mes 6-7 dias
----------------- >Tabla 7. Protocolo experimental empleado para el desarrollo de los objetivos 1 y 2
En la Tabla 8 puede observarse de forma esquematizada el protocolo experimental 
empleado con cada animal en el caso de los experimentos correspondientes a los 
objetivos 3.2 y 3.3.
Condiciôn ambiental Cirugia Recuperaciôn Microdiâlisis Sacrificio
3 meses 6-7 dias
Tabla 8. Protocolo experimental empleado para el desarrollo de los objetivos 3.2 y 3.3.
Es importante mencionar en este caso de que los animales empleados en el objetivo 3.3 
se mantuvieron en condiciones estandar y no se les mantuvo durante 3 meses en esas
81
Materiales y  métodos
condiciones, sino que fueron utilizados a su llegada, tras una semana de habituaciôn,. 
Una parte de estos animales se empleô para evaluar la CORT en plasma (los animales 
no fueron operados) y otra parte se empleô para evaluar la CORT libre en el cerebro, 
por lo que estos animales si fueron operados. Con respecto a los animales empleados en 
el objetivo 3.1,, éstos fueron sacrificados una vez que habian sido mantenidos durante 3 
meses en su condiciôn ambiental correspondiente.
T.Anâlisis estadistico.
Para analizar los resultados de los experimentos de microdiâlisis correspondientes a los 
diferentes neurotransmisores y la CORT, se emplearon anâlisis de varianza (ANCVA) 
factoriales de 3 vias con medidas repetidas, siendo los factores Grupo (Niveles: EA y 
Control), Edad (Niveles: 6, 15 y 24/27 meses) y Tiempo (Niveles: cada una de las 
muestras obtenidas durante el desarrollo de los experimentos de microdiâlisis), seguidos 
de comparaciones planeadas (anâlisis a priori). Con el fin de comparar los incrementos 
producidos por el estrés sobre las distintas sustancias quimicas evaluadas 
(neurotransmisores y CORT), los datos se analizaron como el promedio de los 
incrementos absolutos (4 muestras, recogidas desde los 80 hasta los 140 min) con 
respecto a los niveles basales (3 muestras).
Los resultados de las concentraciones basales de los distintos neurotransmisores y de la 
CORT se analizaron mediante ANOVA de dos vfas (Grupo x Edad), seguidos de 
comparaciones planeadas.
Los resultados de la actividad motora se analizaron mediante ANOVA de 3 vias con 
medidas repetidas, siendo los factores Tratamiento (Niveles: EA y aislamiento), Edad 
(Niveles: 6, 15 y 24 meses) y Tiempo (Niveles: fracciones de 5min durante Ih) y 
seguidos de comparaciones planeadas. Los niveles plasmâticos basales de CORT de los 
experimentos correspondientes al objetivo 3.3 se calcularon mediante comparaciones de 
médias (t de Student).
Los resultados del efecto del estrés sobre la realizaciôn del laberinto acuâtico en forma 
de T se evaluaron mediante ANOVA de 3 vias con medidas repetidas, siendo los 
factores Tratamiento (Niveles: EA y aislamiento), Edad (Niveles: 6, 15 y 24 meses) y
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Tiempo (Niveles: media de los 3 dias previos al estrés y el dia de estrés). Los resultados 
del intervalo de retenciôn de 10 y 100s se analizaron mediante un ANOVA de 2 vias 
(Grupo X Edad) donde los datos analizados correspondieron a la media del porcentaje de 
aciertos de 3 dias consecutivos realizando la tarea con los respectivos intervalos de 
retenciôn. El numéro de dias de aprendizaje se analizô mediante ANOVA de 2 vias 
(Grupo X Edad) tomando como dias de aprendizaje el numéro de dias en alcanzar el 
criterio de aprendizaje para cada animal.




1 Efectos del envejecimiento y el EA sobre la liberaciôn de neurotransmisores en la 
CPF.
1.1.Efectos del envejecimiento y del EA sobre la concentraciôn extracelular de 
dopamina en la CPF de la rata despierta.
1.1.1 Concentraciôn extracelular basai de dopamina.
En la Tabla 1 se muestran las concentraciones extracelulares basales de dopamina en la 
CPF para cada uno de los grupos expérimentales
El ANOVA de dos vias (Edad x Grupo) mostrô que del envejecimiento (factor Edad: 
F2,44=0.24; n.s.) o el EA (factor Grupo Fi,44=1.19; n.s.) no modificaron 
significativamente la concentraciôn extracelular basai de dopamina en la CPF. La 
interacciôn entre ambos factores tampoco fue signifîcativa (Grupo x Edad: F2,44=0.57; 
n.s.).
6 meses (n=8-9) 15 meses (n=6-8) 24 meses (n=9)
0.71 ± 0.09 0.85 ±0.19 0.62 ±0.13
EA 0.66 ±0.10 0.55 ±0.13 0.61 ±0.13
Tabla I. Concentraciôn extracelular basai de dopamina en la CPF de animales de 6, 15 y 24 meses 




1.1.2. Concentraciôn extracelular de dopamina en respuesta a estrés agudo.
Los perflles temporales del efecto del estrés sobre la concentraciôn extracelular de 
dopamina en la CPF se muestran en la Figura 1.
El ANOVA de très vias (Grupo x Edad x Tiempo) mostrô que el estrés modificô de 
forma signifîcativa la concentraciôn extracelular de dopamina en la CPF (factor Tiempo 
Fô,264=27,00; p=0.000). Ademàs, tanto el envejecimiento como el EA modificaron la 
concentraciôn extracelular de dopamina producida por estrés en la CPF (factor Edad 
F2,44=5.12; p=0.026; factor Grupo Fi,4 4=5 .1 2 ; p=0.029). El EA no modified los efectos 
del envejecimiento sobre la concentraciôn extracelular de dopamina producida por 
estrés (Grupo x Edad: F2 ,4 4 =0 .4 3 ; n.s.).
Las comparaciones planeadas para el promedio de las concentraciones de dopamina de 
las muestras tomadas en los minutos 80 a 140 del perfil temporal mostraron los efectos 
que se describen a continuaciôn:
El estrés incrementô de forma significativa la concentraciôn de dopamina en los 
animales de todos los grupos de edad mantenidos en condiciones control ( 6  meses: 
Fi 44= 26 .10 ; p=0.000; 15 meses: Fi,44= 2 8 . 19; p=0.000; 24 meses: Fi,44=7.08; p=0.011) y  
en los de 6  y  15 meses del grupo de EA ( 6  meses: F 1,4 4= 9.47; p=0.003; 15 meses: F 1,4 4= 
7.72; p=0.008; 24 meses: Fi 4 4= 1 .9 5 ; n.s.) (Figura 1). Con respecto al envejecimiento, 
las comparaciones planeadas mostraron que los incrementos de dopamina producidos 
por estrés fueron significativamente menores en los animales de 24 meses del grupo 
Control en comparaciôn con los animales de 15 meses de ese mismo grupo (Fi 44=4.15; 
p=0.048) y  hubo una tendencia no significativa a ser menores al compararlos con los 
animales de 6  meses del mismo grupo (Fi,44=3.58; p=0.065) (Figura 2). Con respecto a 
los efectos del EA, las comparaciones planeadas mostraron que si bien al comparar a los 
animales mantenidos en condiciones control frente a los mantenidos en EA analizando 
cada una de las edades por separado no hubo diferencias en los incrementos de 
dopamina producidos por estrés en la CPF, si que se observô que estos incrementos 
fueron menores en promedio en los animales mantenidos en condiciones de EA al 
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Figura 1. Efecto del estrés (40 min., zona sombreada) sobre la concentracion extracelular de dopamina en 
la CPF de animales de 6, 15 y 24 meses de edad mantenidos en condiciones control o de EA. Entre 
paréntesis se muestra el numéro de animales por grupo. Los datos (media±EEM) se representan como 
concentraciones absolutas (nM). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 con respecto a los niveles basales 
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Figura 2. Incrementos de dopamina con respecto a los niveles basales (promedio de los 3 perfundidos 
previos) producidos por estrés en ambos grupos expérimentales y para los très grupos de edad. Entre 
paréntesis se muestra el numéro de animales por grupo. Los datos (media±EEM) representan el promedio 
del incremento de la concentracién de las muestras tomadas de 80 a 140min en el perfil temporal con 
respecto a los niveles basales (20 a 60min en el perfil temporal). *p<0.05 frente a animales de 15 meses.
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IJ.Efectos del envejecimiento y del EA sobre la concentracion extracelular de 
acetilcolina en la CPF de la rata despierta.
1.2.1.Concentracion extracelular basai de acetilcolina.
En la Tabla 2 se muestran las concentraciones extracelulares basales de acetilcolina en 
la CPF para cada uno de los grupos expérimentales
El ANOVA de dos vias (Edad x Grupo) mostrô que el envejecimiento modified 
significativamente la concentracion basai de acetilcolina en la CPF (factor Edad: 
F2,48=6.87; p=0.002), pero el EA no modified significativamente este paramètre (factor 
Grupo: Fi,48=3.04; n.s.). El EA no modified los efectos del envejecimiento sobre la 
concentracidn extracelular basai de acetilcolina (Edad x Grupo: F2,48=0.42; n.s.). Las 
comparaciones planeadas mostraron que la concentracidn basai de acetilcolina lue 
menor en los animales de 24 meses que en los de 15 meses del grupo Control 
(Fi,48=4.31; p=0.043). Los animales mantenidos en condiciones de EA de 24 meses 
mostraron menores niveles basales de acetilcolina que los animales de 6 (Fi,48=7.58; 
p=0.008) y 15 meses (Fi 48=8.27; p=0.006) mantenidos en esas mismas condiciones.
6 meses (n=10-ll) 15 meses (n=8-9) 24 meses (n=8-9)
38.68 ±4.48 46.51 ±5.24 29.45 ± 5.27*
35.81 ±2.99 38.12 ±8.15 17.92 ±2.03*
Tabla 2. Concentracién extracelular basai de acetilcolina en la CPF de animales de 6, 15 y 24 meses 
mantenidos en condiciones control o de EA. Los datos (media±EEM) se muestran como concentracién 




1.2.2.Concentraciôn extracelular de acetilcolina en respuesta a estrés agudo.
L o s  p e r f i le s  te m p o ra le s  d e l e fe c to  d e l e s tré s  so b re  la  c o n c e n tra c io n  d e  a c e ti lc o lin a  e n  la  
C P F  se  m u e s tra n  e n  la  F ig u ra  3,
E l A N O V A  d e  trè s  v ia s  (G ru p o  x  E d a d  x  T ie m p o )  m o s trô  q u e  e l e s tré s  m o d if ie d  d e  
fo rm a  s ig n if ic a t iv a  la  c o n c e n tra c id n  e x tra c e lu la r  d e  a c e tilc o lin a  e n  la  CPF ( fa c to r  
T ie m p o : F6,288=7.40; p = 0 .0 0 0 ) . E l E A , p e ro  n o  e l e n v e je c im ie n to , m o d if ie d  la  
c o n c e n tra c id n  e x tra c e lu la r  d e  a c e ti lc o lin a  p ro d u c id a  p o r  e s tré s  ( fa c to r  G ru p o : 
Fi,48=16.55; p = 0 .0 0 0 ; fa c to r  E d a d : F2 ,48=2.12; n .s .) . L a  in te ra c c id n  G ru p o  x  E d a d  n o  fu e  
s ig n if ic a t iv a  (F2,48=L50; n .s .) .
L a s  c o m p a ra c io n e s  p la n e a d a s  p a ra  e l p ro m e d io  d e  la s  c o n c e n tra c io n e s  d e  a c e ti lc o lin a  d e  
la s  m u e s tra s  to m a d a s  e n  lo s  m in u to s  8 0  a  140 d e l p e rf il  te m p o ra l m o s tra ro n  lo s  e fe c to s  
q u e  se  d e s c r ib e n  a  c o n tin u a c id n :
E l e s tré s  in c re m e n td  d e  fo rm a  s ig n if ic a t iv a  la  c o n c e n tra c id n  e x tra c e lu la r  d e  a c e ti lc o lin a  
e n  to d o s  lo s  g ru p o s  d e  e d a d  d e  lo s  a n im a le s  m a n te n id o s  e n  c o n d ic io n e s  c o n tro l (6  
m e se s : F i,48= 29 .53 .; p = 0 .0 0 0 ; 15 m e se s : F i 48=26.41; p = 0 .0 0 0 ; 2 4  m e se s : F i,48= 23.50; 
p = 0 .0 0 0 )  y  d e  lo s  a n im a le s  d e  6  y  2 4  m e s e s  m a n te n id o s  e n  c o n d ic io n e s  d e  E A  (6  m e se s : 
F  1,48=  1 0 .2 4 ; p = 0 .0 0 2 ; 15 m e se s : F% 48=0.49; n .s .; 2 4  m e se s : F 1,48=4.46; p = 0 .0 4 0 )  
(F ig u ra  3 ). C o n  re sp e c to  a  lo s  e fe c to s  d e l E A , la s  c o m p a ra c io n e s  p la n e a d a s  m o s tra ro n , 
c o m o  p u e d e  o b se rv a rse  e n  la  F ig u ra  4 , q u e  e l in c re m e n to  d e  a c e ti lc o lin a  p ro d u c id o  p o r  
e s tré s  e n  la  C P F  fu e  s ig n if ic a tiv a m e n te  m e n o r  ta n to  e n  lo s  a n im a le s  d e  15 c o m o  d e  2 4  
m e s e s  m a n te n id o s  e n  c o n d ic io n e s  d e  E A , f re n te  a  a q u e llo s  m a n te n id o s  e n  c o n d ic io n e s  
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Figura 3. Efecto del estrés (40 min., zona sombreada) sobre la concentracién extracelular de acetilcolina 
en la CPF de animales de 6, 15 y 24 meses de edad mantenidos en condiciones control o de EA. Entre 
paréntesis se muestra el numéro de animales por grupo. Los datos (media±EEM) se representan como 
concentraciones absolutas (nM). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 con respecto a los niveles basales 
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Grupo p=0.0002
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Figura 4. Incrementos de acetilcolina en la CPF producidos por estrés en ambos grupos expérimentales y 
para los très grupos de edad. Entre paréntesis se muestra el numéro de animales por grupo. Los datos 
(media±EEM) representan el promedio del incremento de la concentracién de las muestras tomadas de 80 
a 140min en el perfil temporal con respecto a los niveles basales (20 a 60min en el perfil temporal). 
*p<0.05 comparado con grupo Control de la misma edad.
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1.3.£fectos del envejecimiento y del EA sobre la concentracion extracelular de 
glutamato en la CPF de la rata despierta.
1.3.1 Concentracion extracelular basai de glutamato.
En las Tabla 3 se muestran las concentraciones extracelulares basales de glutamato en la 
CPF para cada uno de los grupos expérimentales.
El ANOVA de dos vias (Edad x Grupo) no mostrô efectos signifîcativos ni del 
envejecimiento (factor Edad: F2,39=1.14; n.s.) ni del EA (Fi,39=0.30; n.s.) sobre su la 
concentracion extracelular basai de glutamato en la CPF. El EA no modified los efectos 
del envejecimiento sobre la concentracidn extracelular basai de glutamato (Grupo x 
Edad: F2,39=0.31; n.s.).
6 meses (n=8) 15 meses (n=5-7) 24 meses (n=8)
Control 0.91 ±0.16 1.21 ±0.25 0.86 ±0.13
EA 1.16±0.25 1.15±0.21 0.92 ±0.12
Tabla 3. Concentracion extracelular basai de glutamato en la CPF de animales de 6, 15 y 24 meses de 




1.3.2.Concentraciôn extracelular de glutamato en respuesta a estrés agudo.
Los perfiles temporales del efecto del estrés sobre la concentracion extracelular de 
glutamato en la CPF se muestran en las Figura 5.
El ANOVA de très vias (Grupo x Edad x Tiempo) mostrô que el estrés no modified 
significativamente la concentracidn extracelular de glutamato en la CPF (factor Tiempo: 
F6,216=2.03; n.s.). Ademâs, ni el envejecimiento (factor Edad: F2,36=T00; n.s.) ni el EA 
(factor Grupo: F 136=1.25; n.s.) modificaron las concentraciones extracelulares de 
glutamato en respuesta a estrés. El EA tampoco modified los efectos del envejecimiento 
sobre la concentracidn extracelular de glutamato (Gmpo x Edad: F2,36=0.08; n.s.).
Las comparaciones planeadas para el promedio de las concentraciones de las muestras 
tomadas entre los minutos 80 a 140min perfil temporal no mostraron efectos 
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Figura 5. Efecto del estrés (40 min., zona sombreada) sobre la concentracidn extracelular de glutamato 
en la CPF de animales de 6, 15 y 24 meses de edad, mantenidos en condiciones control o de EA. Entre 




2, Efectos del envejecimiento y del EA sobre conductas asociadas a la CPF. 
2.1. Efectos del envejecimiento y del EA sobre la actividad motora espontanea.
2.1.1.Actividad motora horizontal.
La Figura 6 muestra el perfil temporal de la actividad motora horizontal para cada uno 
de los grupos expérimentales.
El ANOVA de 3  vias (Grupo x Edad x Tiempo) mostrô un efecto significativo del 
factor Tiempo ( F i  1 ,9 3 5 = 6 3 .16; p=0.000). Ademâs, tanto el envejecimiento (factor Edad: 
F 2,85= 3 3 .2 0 ; p=0.000) como el EA (factor Grupo: F i , g 5= 1 1 . 1 5 ; p=0.001) modificaron de 
forma significativa la actividad motora horizontal desplegada por los animales durante 
60 minutos de exposiciôn a un campo abierto. La interacciôn Grupo x Edad no alcanzô 
significaciôn estadistica (F2,85=T50; n.s.), pero si lo hicieron las interacciones Edad x 
Tiempo ( F 22,935= 2 . 7 6 ; p=0.000) y Grupo x Tiempo ( F n , 9 3 5 = 2 .70; p=0.002), lo que indica 
que la habituaciôn al campo abierto fue diferente en funciôn de la edad y de las 
condiciones ambientales.
Con respecto a los efectos del EA, las comparaciones planeadas mostraron que los 
animales de 6 y 15 meses de edad mantenidos en condiciones de EA mostraron menores 
niveles de actividad motora total que los animales mantenidos en condiciones control de 
esas mismas edades (6 meses: Fi,85=8.02; p=0.006; 15 meses: Fi,8 5= 6.36; p=0.013) 
(Figura 7). Con respecto a los efectos del envejecimiento, las comparaciones planeadas 
mostraron que los animales de 24 meses mantenidos en condiciones control mostraron 
menores niveles de actividad motora total que los de 6 y 15 meses mantenidos en esas 
mismas condiciones (6 meses: Fi,85=47.77; p=0.000; 15 meses: Fi,85=13.26; p=0.000). 
En cuanto a los animales mantenidos en EA, los de 24 meses mostraron una menor 
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Figura 6. Actividad motora horizontal en un campo abierto desplegada por animales de 6, 15 y 24 meses 
mantenidos en condiciones control o de EA durante 60min de exposiciôn al mismo. Entre paréntesis se 
muestra el numéro de animales por grupo. Los datos (media±EEM) se expresan como valores absolûtes 
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G rupo  p =0.001 
Edad p=0.000
6  m e s e s 15 m e s e s 24  m e s e s
Figura 7. Actividad motora horizontal total desplegada en un campo abierto por los animales de los dos 
grupos expérimentales y para los 3 grupos de edad durante 60min de exposiciôn al mismo. Entre 
paréntesis se muestra el numéro de animales por grupo. Los datos (media±EEM) se representan como 
valores absolutos de distancia (en cm). *p<0.05, **p<0.01 comparado con el grupo Control de la misma 
edad; #p<0.001 comparado con los animales de 6 y 15 meses (grupo Control) o comparado con animales 




La Figura 8  muestra el perfil temporal de la actividad motora vertical para cada una de 
las edades.
El ANOVA de 3 vias (Grupo x Edad x Tiempo) mostrô que el factor Tiempo modified 
de foraia significativa la actividad motora de forma desplegada por los animales durante 
60min de exposiciôn a un campo abierto (F 11,9 3 5=3 3.83; p=0.000). Ademâs, tanto el 
envejecimiento (factor Edad: F2,85=31.21;p=0.000), como el EA (factor Grupo: 
Fi,85=9.37; p=0.003) modificaron significativamente este paramètre La interacciôn 
Grupo X Edad no alcanzô significaciôn estadistica (F2,85=0.53; n.s.), pero si lo hizo la 
interacciôn Edad x Tiempo (F22,935=4.05; p=0.000), lo que indica que la habituaciôn de 
la actividad motora fiie diferente en funciôn del grupo de edad estudiado.
Las comparaciones planeadas mostraron que los animales de 6  meses mantenidos en 
condiciones de EA mostraron menores niveles de actividad motora total que los 
animales mantenidos en condiciones control (Fi,85=6.33; p=0.013) y hubo una tendencia 
no significativa en los animales de 15 meses (F 1,8 5= 3.62; p=0.060) (Figura 9). Con 
respecto a los efectos del envejecimiento, las comparaciones planeadas mostraron que 
los animales de 24 meses mantenidos en condiciones control mostraron menores niveles 
de actividad motora vertical total que los de 6  y 15 meses mantenidos en esas mismas 
condiciones ( 6  meses: Fi,g5=38.79; p=0.000; 15 meses: Fi,85=5.20; p=0.025). En los 
animales mantenidos en condiciones de EA los animales de 24 meses mostraron una 
menor actividad motora vertical total que los animales de 6  meses mantenidos en las 
mismas condiciones (Fi,g5=2 2 .0 2 ; p=0.000).
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Figura 8. Actividad motora vertical en un campo abierto desplegada por animales de 6, 15 y 24 meses de 
edad mantenidos en condiciones control o de EA durante 60min de exposiciôn al mismo. Entre paréntesis 
se muestra el numéro de animales por grupo. Los datos (medialEEM) se expresan como valores 
absolutos (cuentas de actividad) en fracciones de 5min. *p<0.05, **p<0.01 comparado con EA.
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6 meses 15 meses 24 meses
Figura 9. Actividad motora vertical total desplegada por los animales de los dos grupos expérimentales y 
para los très grupos de edad, 60min de exposiciôn a un campo abierto. Entre paréntesis se muestra el 
numéro de animales por grupo. Los datos se representan como media±EEM. *p<0.05 comparado con el 
grupo Control; #p<0.05 comparado con los animales de 6 y 15 meses del mismo grupo (grupo Control) o 
comparado con los animales de 6 meses del mismo grupo (grupo EA).
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2.2. Efectos del envejecimiento y del EA sobre la memoria de trabajo.
2.2.1.Evaluaciôn de la memoria de trabajo en condiciones basales.
La Tabla 4 muestra el numéro de dias empleado por los animales hasta alcanzar el 
criterio de aprendizaje en una prueba de altemancia retrasada (laberinto en forma de T 
acuâtico). La Figura 10 muestra el perfil temporal del aprendizaje de la tarea asf como el 
efecto del estrés sobre la realizaciôn de la misma.
El ANOVA de 2 vias (Grupo x Edad) mostrô que el envejecimiento modified 
significativamente el numéro de dias de aprendizaje de la prueba de memoria de trabajo 
(factor Edad: p2,57=19.85; p=0.000). El EA no modified el numéro de dias de 
aprendizaje (factor Grupo: F, $9=3.26; n.s.). El EA tampoco modified el efecto de la 
edad sobre el aprendizaje (Grupo x Edad: F2,59=0.85; n.s.). Las comparaciones 
planeadas mostraron que los animales de 24 meses necesitaron mas dias para alcanzar el 
criterio de aprendizaje que los animales de 6 meses mantenidos tanto en condiciones 
control (El,57=12.54; p=0.001) como de EA (Fi $7=28.26; p=0.000).
La Tabla 5 muestra el porcentaje de aciertos de los animales para intervalos de retencidn 
de 10 y 100s.
En el caso del intervalo de retencidn de 10s, el ANOVA de dos vias (Grupo x Edad) 
mostrd que el envejecimiento, pero no el EA, modified el porcentaje de aciertos (factor 
Edad F2,$7=3.77; p=0.029; factor Grupo Fi,$7=2.61; n.s.). El EA no modified el efecto 
del envejecimiento sobre el porcentaje de aciertos (Grupo x Edad: F2,$7=0.84; n.s.). Las 
comparaciones planeadas mostraron que, con un intervalo de retencidn de 10s, los 
animales de 24 meses mantenidos en condiciones de EA mostraron un menor porcentaje 
de aciertos que los de 6 meses en esas mismas condiciones (Fi,$7=4.66; p=0.035).
En el caso del intervalo de retencidn de 100s, tanto el envejecimiento como el EA 
modificaron de forma significativa el porcentaje de aciertos (factor Edad: F2,$7=13.80; 
p=0.000; factor Grupo: Fi $7=6.45; p=0.014). Ademâs el efecto del EA fue diferente en 
funcidn del grupo experimental (Grupo x Edad (F2,$7=3.85; p=0.027). Las 
comparaciones planeadas revelaron que los animales de 24 meses mostraron de forma
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significativa un menor porcentaje de aciertos al realizar la prueba que los animales de 6 
meses tanto en el caso de aquellos mantenidos en condiciones control (Fi,57=4.15; 
p=0.046) como de EA (F] $7=20.51; p=0.000). Ademâs, los animales contrôles de 24 
meses mostraron un mayor porcentaje de aciertos que los mantenidos en EA para un 
intervalo de retencidn de 100s (Fi,$7=l 1.24; p=0.001).
Dias de aprendizaje
EA
6 meses 10.25±0.48 10.69±0.86
15 meses 9.73±1.46 11.10±1.42
24 meses 16.30±1.68* 19.89±1.32**
Tabla 4. Numéro de dias de aprendizaje hasta alcanzar el criterio (70% de aciertos durante 3 dias 
consécutives) en la realizaciôn de una tarea de memoria de trabajo (laberinto acuâtico en forma de T). 
Los datos (media±EEM) se expresan como valores absolutos (dias). *p<0.01; **p<0.001 comparado con 
los animales de 6 meses.
Intervalo de retencidn 1 Os (% de aciertos)
1 EA
6 meses 84.38±2.09 82.05il.82
15 meses 84.55±2.31 84.25i2.66
24 meses 79.50±2.71 73.61i2.61*
Intervalo de retencidn 100s (% de aciertos)
l EA
6 meses 80.83±4.70 76.67i3.06
15 meses 78.48il.87 80.00i3.82
24 meses 73.21i2.86* 64.00±6.00**
Tabla 5. Numéro de aciertos en la realizaciôn de una prueba de memoria de trabajo (laberinto acuâtico en 
forma de T) con intervalos de retencidn de 10 y 100s, en el que se evaluô a animales de 6, 15 y 24 meses 
mantenidos en condiciones control o de EA. Los datos (media±EEM) se expresan como el promedio del 
porcentaje de aciertos durante 3 dias consecutivos. *p<0.05 comparado con los animales de 6 meses; 
#p<0.05 comparado con los animales Control de 24 meses.
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Figura 10. Entrenamiento hasta alcanzar el criterio de aprendizaje en una prueba de altemancia retrasada 
(laberinto acuâtico en forma de T). Se muestra ademâs el efecto del estrés agudo (zona sombreada) sobre 
la realizaciôn de la prueba de memoria de trabajo. Entre paréntesis se muestra el numéro de animales por 
grupo. Los datos (media±EEM) se expresan como porcentajes.
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2.2.2.Evaluaciôn de la memoria de trabajo en condiciones de estrés.
Las Figura 11 muestra el efecto del estrés (10min en un campo abierto iluminado) sobre 
el porcentaje de aciertos de una pmeba de memoria de trabajo para cada uno de los 
grupos expérimentales.
El ANOVA de 3 vias (Edad x Grupo x Tiempo) mostrô que el estrés modified de forma 
significativa el porcentaje de aciertos (factor Tiempo: Fi,$7=22.22; p=0.000). Ni el 
envejecimiento (factor Edad: F2,$7=2.10; n.s.) ni el EA (factor Grupo: Fi,$7=0.07; n.s.) 
modificaron de forma significativa el porcentaje de aciertos. El EA no modified de 
forma significativa los efectos del envejecimiento sobre la realizaciôn de la tarea en 
condiciones de estrés (Grupo x Edad: F2,$7=0.28; n.s.).
Las comparaciones planeadas mostraron que el estrés redujo de forma significativa el 
porcentaje de aciertos en el caso de los animales de 6 y 15 meses en los animales 
mantenidos en condiciones control (6 meses: Fi $7=7.07; p=0.010; 15 meses: Fi $7=6.83; 
p=0.011) y en los animales de 6 meses mantenidos en condiciones de EA (6 meses: 
Fi,$7=5.54; p=0.022)(Figura 11). No hubo diferencias significativas en el efecto del 
estrés al comparar animales mantenidos en condiciones control frente animales 
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Figura 11. Efecto del estrés agudo (10min en un campo abierto iluminado) sobre el porcentaje de aciertos 
en animales de 6, 15 y 24 meses mantenidos en condiciones control (arriba) o de EA (abajo). El dato de 
pre-estrés corresponde al promedio de los 3 dias previos de la realizaciôn de la prueba en condiciones de 
estrés. Los datos (media±EEM) se expresan como promedio del porcentaje de aciertos. *p<0.05 
comparado con pre-estrés. Control (n=10-12), EA (n=9-13).
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3. Efectos del envejecimiento y del EA sobre la concentracion de CORT. 
3.1. Efectos del envejecimiento y del EA sobre la concentracion de CORT libre en 
la CPF de la rata despierta.
Los expérimentes de microdiâlisis correspondientes a esta secciôn de resultados se 
llevaron a cabo empleando un protocole que presentaba algunas diferencias con 
respecto al empleado en los resultados previos (objetivos 1 y 2). En este caso, el 
protocole de estrés consistiô en 2 0 min de restricciôn del movimiento con la ayuda de 
una tela provista con tiras de velcro (ver Materiales y Métodos, pâg. 61). Esta 
modificacion se llevô a cabo debido a que en expérimentes preliminares se observé que 
los incrementos de CORT que se obtenian en respuesta a este estimulo estresante eran 
mas reproducibles y significativos que con el estrés por manipulaciôn {handling). En 
segundo lugar, la edad del grupo de animales viejos en estes expérimentes fue de 27 
meses.
3.1.1.Concentraciôn extracelular basai de CORT libre.
En la Tabla 6  se muestran los valores basales de CORT en la CPF para cada uno de los 
grupos expérimentales.
El ANOVA de 2 vias (Grupo x Edad) mostrô que ni el envejecimiento (F2 ,?4=0 .3 7 ; n.s.) 
ni el EA modificaron las concentraciones basales de CORT en la CPF, si bien existe una 
tendencia no significativa en el caso del factor Grupo (Fij4=3 .4 4 ; p=0.067). El EA no 
modified los efectos de la edad sobre la concentracién de CORT en la CPF (Grupo x 
Edad: F2,?4=0.36; n.s.).
6 meses (n=16-17) 15 meses (n=ll-12) 24 meses (n=12)
Control 0.58 ±0.11 0.59 ± 0.05 0.71 ±0.13
EA 0.38 ± 0.05 0.54 ± 0.08 0.56 ± 0.09
Tabla 6. Concentracion extracelular basai de CORT libre en la CPF de animales de 6, 15 y 24 meses 




3.1.2.Concentraciôn extracelular de CORT libre en respuesta a estrés agudo.
En la Figura 12 se muestran los perfiles temporales del efecto del estrés agudo (20min 
de restricciôn del movimiento) sobre la concentracidn de CORT libre en la CPF para 
cada uno de los grupos expérimentales.
El ANOVA de 3 vias (Edad x Grupo x Tiempo) mostrô que el estrés modified de forma 
significativa la concentracidn extracelular de CORT en la CPF (factor Tiempo: 
Fô,444=32.39; p=0.000). Ni el envejecimiento (factor Edad: (F2,74=0.07; n.s.) ni el EA 
(factor Grupo Fij4=0.56; n.s.) modificaron significativamente la concentracidn 
extracelular de CORT libre en la CPF. Los efectos del EA sobre los incrementos de 
CORT producidos por estrés en la CPF fueron diferentes en funciôn del grupo de edad 
estudiado (Grupo x Edad: F2,74=3.14; p=0.048).
Las comparaciones planeadas para el promedio de las concentraciones de CORT de las 
muestras tomadas en los minutos 80 a 140 en el perfil temporal se describen a 
continuacidn:
El estrés incrementd significativamente la concentracidn de CORT libre en la CPF en 
los animales de todos los grupos de edad tanto en condiciones de control ( 6  meses: 
F i 7 4= 25.98; p=0.000; 15 meses: Fi 74=18.76; p=0.000; 27 meses:;Fi,7 4= 1 2 .5 9 ; 
p=0.000), como de EA, si bien en este grupo, en los animales de 15 meses hubo 
tendencia que no alcanzô la significaciôn estadistica ( 6  meses: Fi 7 4 =  4.48; p=0.038; 15 
meses: Fij4=3.81; p=0.054; 27 meses: Fi 74=11.85, p=0.000)(Figura 13). Con respecto a 
los efectos del EA, las comparaciones planeadas mostraron que el incremento de CORT 
libre producido por estrés fue significativamente menor en los animales de 6  meses 
mantenidos en condiciones de EA (Fij4=4 .1 2 ; p=0.046) y hubo un descenso aun cuando 
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Figura 12. Efecto del estrés (20 min., zona sombreada) sobre la concentracion de CORT libre en la CPF 
de animales de 6, 15 y 27 meses de edad, mantenidos en condiciones control o de EA. Entre paréntesis se 
muestra el numéro de animales por grupo. Los datos (media±EEM) se representan como concentraciones 















6 m e s e s 15 m e s e s 27 m e s e s
Figura 13. Incremento de CORT libre en la CPF producido por estrés en ambos grupos expérimentales y 
para los très grupos de edad. Entre paréntesis se muestra el numéro de animales por grupo Los datos 
(media±EEM) representan el incremento medio de la concentracion de CORT en las muestras tomadas en 
los minutos 80 al 140 en el perfil temporal trente a los niveles basales (perfundidos de los 20 a los 
60min).*p<0.05 comparado con el grupo Control.
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3.2.Efectos del envejecimiento y del EA sobre la concentracion basal de CORT 
plasmatica.
Los valores correspondientes a la concentracion basal de CORT plasmatica de cada uno 
de los grupos expérimentales se muestran en la Figura 14.
El ANOVA de dos vias (Grupo x Edad) no mostrô efectos significativos ni del 
envejecimiento (factor Edad: F2,5o=0.16; n.s.), ni del EA (factor Grupo: Fi,5o=0 .6 8 ; n.s.), 
ni de su interacciôn (Grupo x Edad: F2,5o=L63; n.s.) sobre la concentracidn plasmatica 
basal de CORT. Las muestras de sangre fueron tomadas durante la fase oscura del ciclo 
luz/oscuridad, lo que podria explicar los altos niveles basales de CORT mostrados por 
ambos grupos.
Las comparaciones planeadas mostraron que los animales control de 6  meses mostraron 
una concentracidn basai de CORT significativamente mayor que la de los animales 




■ Control (7-12) 
□ EA (7-12)
6 m eses 15 m eses 27 m eses
Figura 14. Concentracion basai de CORT plasmatica de animales de 6, 15 y 27 meses mantenidos en 
condiciones control o de EA. Entre paréntesis se muestra el numéro de animales por grupo. Los datos 
(media±EEM) se muestran como valores absolutos (ng/ml). ♦p<0.05 comparado con el grupo Control.
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3.3.£fecto del envejecimiento sobre la concentracion de CORT plasmatica y de 
CORT libre en el cerebro (hipocampo y CPF).
Es importante senalar que para llevar a cabo estes expérimentes se emplearen ratas en 
cendicienes estândar (3-4 animales per jaula, sin ebjetes) de 6  y 27 meses, que 
cerrespenden a les grupes de animales jôvenes y viejes empleades en les expérimentes 
cerrespendientes a les ebjetives 3.1 y 3.2.
3.3.1.Concentraciones basales de CORT plasmatica total y CORT libre en el 
cerebro.
En la Tabla 7 se muestran las cencentracienes basales de CORT plasmatica total y de 
CORT libre en el hipecampe y la CPF de les grupes expérimentales estudiades.
El anâlisis de cemparacion de médias (t de Student) mestro que la concentracion basal 
de C O R T  plasmatica ne fue diferente entre ambes grupes de edad (ti j o = 1 . 1 5 ;  n.s.). Las 
muestras de sangre fiieren temadas durante la fase escura del cicle luz/escuridad, le que 
pedria explicar les altos niveles basales de C O R T  plasmatica mestrades per ambes 
grupes.
Les niveles basales de CORT flieren, sin embargo, significativamente mayeres en les 
animales de 27 meses, tante en el hipecampe (ti,37=-3.17; p=0.003), ceme en la CPF 
(ti,3i=-3.13;p=0.004).
Plasma (n=6) Hipocampo (n=9-ll) PFC (n=8-9)
Jovenes (6 meses) 191.75 ±28.52 0.36 ± 0.05 0.33+0.03
Viejas (27 meses) 153.34±17.02 0.66±0.09** 0.72±0.11**
Tabla 7. Concentraciôn basai de CORT plasmâtica y CORT en el hipocampo y la CPF de animales de 6 y 
27 meses de edad. Los datos (media ± EEM) se muestran como concentraciones absolutas de CORT 
(ng/ml). **p<0.01 comparado con el grupo de 6 meses.
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3.3.2. Concentraciones de CORT plasmâtica y de CORT libre en el cerebro en 
respuesta a estrés.
La Figura 15 muestra el incremento de CORT plasmâtica en respuesta a estrés en 
animales de 6  y 27 meses de edad.
El ANOVA de dos vias (Edad x Tiempo) mostrô que el estrés modificô la 
concentracion plasmâtica de CORT (factor Tiempo: F3,3o=28.94; p=0.000) y el 
envejecimiento modificô la concentraciôn de CORT producida por estrés (factor Edad: 
Fi 10=6 .8 8 ; p=0.025). Las concentraciones plasmâticas de CORT en respuesta a estrés 
fueron diferentes en funciôn de la edad (Grupo x Tiempo: F3.3o=5.56; p=0.004).
Las comparaciones planeadas mostraron que el estrés produjo un incremento 
significativo de la concentraciôn de CORT plasmâtica tanto en los animales de 6  meses 
( F i , i o = 7 . 1 5 ;  p=0.023) como en los animales de 2 7  meses ( F i j q = 4 4 . 1 8 ;  p=0.000). El 
incremento medio de los niveles de CORT plasmâtica en respuesta a estrés fue 
significativamente mayor en los animales de 2 7  meses ( F i j o = 7 . 8 9 ;  p=0.018).
CORT plasmâtica
200  -
■  6  m e s e s  (6) 
□  27 m e s e s  (6)
Figura IS.Incremento de CORT plasmâtica total producido por estrés agudo (20min restricciôn del 
movimiento) en animales de 6 y 27 meses de edad. Entre paréntesis se muestra el numéro de animales por 
grupo. Los datos (media±EEM) se muestran como el promedio de la concentraciôn (en ng/ml) de las 
muestras tomadas 0 y 60min después del estrés con respecto a los niveles basales tomados 
inmediatamente antes del estrés.
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Los perfiles temporales del efecto del estrés sobre la concentraciôn extracelular de 
CORT libre en el hipocampo y la CPF se muestran en la Figura 16.
Con respecto al hipocampo, el ANOVA de dos vias (Grupo x Tiempo) mostrô un efecto 
significativo del factor Tiempo (F6,2io=6.72; p=0.000) pero no del grupo (F335=1.72; 
n.s.) sobre la concentraciôn de CORT libre en hipocampo. El efecto del factor Tiempo 
fue diferente en funciôn del grupo estudiado (Edad x Tiempo: Fig,2io=2.57; p=0.001).
Las comparaciones planeadas para las concentraciones de las muestras tomadas en los 
minutos 80 a 140 del perfil temporal mostraron que el estrés incrementô 
significativamente la concentraciôn extracelular de CORT en el hipocampo tanto en los 
animales de 6 meses (Fi,35=4.60; p=0.039), como en los de 27 meses (Fi 35=4.15; 
p=0.048)(Figura 16A). Estos incrementos no fueron diferentes al comparar los animales 
de 6 y 27 meses (Fi,35=0.41; n.s.)(Figura 16C)
Con respecto a la CPF, el ANOVA de dos vias (Grupo x Tiempo) mostrô un efecto 
significativo del factor Tiempo (p6,i74=6.71; p=0.000) pero no del factor Grupo 
(p3 ,29=2.09; n.s.) sobre la concentraciôn de CORT libre en hipocampo. El efecto del 
factor Tiempo fiie diferente en funciôn del grupo estudiado (Grupo x Tiempo: 
F i 8 , i 7 4 = 3 . 2 0 ;  p = 0 . 0 0 0 ) .
Las comparaciones planeadas para las concentraciones de las muestras tomadas en los 
minutos 80 a 140 del perfil temporal mostraron que el estrés incrementô la 
concentraciôn extracelular de CORT en la CPF tanto en los animales de 6 meses 
(F 129=7.15; p=0.012), como en los de 27 meses (F 1,29=4.15; p=0.048)(Figura 16B). 
Estos incrementos no fueron diferentes al comparar a los animales de 6 y 27 meses 
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Figura 16. Efecto del estrés sobre la concentraciôn de CORT libre en el hipocampo (A) y la CPF (B) en animales de 
6 y 27 meses de edad. Entre paréntesis se muestra el numéro de animales por grupo. Los datos (media±EEM) se 
muestran como valores absolutos (ng/ml). Abajo se muestra la comparaciôn del promedio de los incrementos de 
CORT libre (muestras tomadas en los minutos 80 a 140) con respecto a los niveles basales (muestras tomadas en los 
minutos 20 a 60) en hipocampo (C) y CPF (D) entre animales de 6 y 27 meses de edad. *p<0-05 y **p<0.01 




ACERCA DE LOS MÉTODOS.
1.Perfusion cerebral in vivo
l.l.Introducciôn.
Con el fin de estudiar la actividad cerebral tanto en condiciones fisiolôgicas como 
patolôgicas y, mas concretamente, lo referente a la transmisiôn de moléculas activas (ya 
sean estas hormonas o neurotransmisores) se desarrollaron desde los anos 60 una serie 
de técnicas que permitian este tipo de estudios. El método idôneo para lograr este fin 
deberia proporcionar la concentraciôn de sustancias contenidas en el espacio intersticial 
con una buena resoluciôn temporal y espaciai sin alterar el metabolismo o la estructura 
del tejido analizado (Benveniste et al, 1989).
Cuando se emplea una técnica in vivo, la cuantifîcaciôn de la sustancia o sustancias 
objeto de estudio se puede realizar directamente en el tejido {in situ) o en muestras 
procedentes del tejido que se analizan fuera del tejido {ex situ). Entre las técnicas in situ 
se puede destacar la voltametria y entre las técnicas ex situ, son relevantes la copa 
cortical, el push-pull y la microdiâlisis (Sharp y Zetterstrôm 2007).
La técnica de voltametria se basa en la implantaciôn de un electrodo en el ârea cerebral 
objeto de estudio que permite el anâlisis, mediante la detecciôn de la oxidaciôn de 
sustancias electroactivas, de diversas moléculas entre las que se encuentran los 
neurotransmisores glutamato y dopamina (Westerink y Justice 1991;Baker y Kalivas 
2007;Mitala et al, 2008). Las ventajas de esta técnica radican en que la resoluciôn 
espaciai es buena, debido al reducido tamano de los electrodos (diâmetro de entre 1 y 
30pm) y su resoluciôn temporal es del orden de segundos (Baker y Kalivas 2007). A 
pesar de que el desarrollo de la voltametria tuvo lugar en los anos 70 (Kissinger et al, 
1973) y de levantar grandes expectativas, su uso no se ha generalizado tanto como el de 
la microdiâlisis. Esto ultimo ha sido debido sobre todo a très razones: 1) el limitado 
rango de sustancias que pueden analizarse mediante esta técnica (las moléculas han de 
ser electroactivas, como las aminas biôgenas o el glutamato); 2) los problemas de 
resoluciôn debidos a la similitud de los potenciales de oxidaciôn de moléculas similares 
(son casos conocidos los del aspartato con el glutamato, y las catecolaminas con sus
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correspondientes metabolitos); 3) la imposibilidad de analizar mas de una sustancia al 
mismo tiempo (Benveniste 1989;Sharp y Zetterstrôm 2007;Chefer et al, 2009). Aün 
asi, la voltametria puede emplearse como técnica complementaria a la microdiâlisis, 
debido sobre todo a su mayor resoluciôn temporal, que permite discriminar sucesos que 
tienen lugar en el rango de segundos que no podrian ser detectados con la microdiâlisis. 
Un ejemplo de ello se encuentra en el anâlisis de la dinâmica del neurotransmisor 
acetilcolina (Sarter et al, 2009).
Las técnicas ex situ presentan como principal ventaja con respecto a la voltametria la 
posibilidad de analizar varias sustancias quimicas procedentes del espacio intersticial en 
la misma muestra y evaluar los cambios lentos o a largo plazo (Benveniste 
1989;Ungerstedt 1991). De estas técnicas, la primera en desarrollarse fue la copa 
cortical (McIntosh y Oborin 1953), que consiste en un cilindro de reducidas 
dimensiones colocado sobre la superficie cerebral de modo que los compuestos del 
medio difunden desde éste hasta el interior de la copa, que estâ rellena del Ifquido de 
perfusiôn (Benveniste 1989;Pepeu y Giovannini 2004;Sharp y Zetterstrôm 2007). El 
problema de esta técnica es que sôlo puede emplearse sobre la superficie cortical, por lo 
que su uso es muy restringido. La técnica de perfusiôn push-pull tuvo sus inicios en los 
trabajos de Gaddum en los anos 60 (Myers 1986;Sharp y Zetterstrôm 2007;Chefer et al, 
2009) y se basa en la implantaciôn en el animal de una cânula de disefio concéntrico de 
modo que mediante una bomba se puede empujar (push) el Ifquido de perfusiôn hacia el 
tejido cerebral, para después extraer (pull) las sustancias quimicas présentés en el 
espacio intersticial, mediante la succiôn de otra bomba. Los principales inconvenientes 
de esta técnica se encuentran en la contaminaciôn de las muestras obtenidas procedentes 
del tejido, que pueden contener proteinas que interfieran en el anâlisis o enzimas que 
degraden las moléculas objeto de estudio, y en el dano que se produce en el tejido 
debido a las turbulencias que pueden crearse sobre el ârea de contacte de la cânula con 
el tejido (Benveniste et al, 1989;Westerink y Justice 1991). En los aôos 70, sin 
embargo, el uso de neurotransmisores o precursores metabôlicos marcados 
radioactivamente mejorô considerablemente el anâlisis de las muestras de perfundido 
(Mora y Myers 1977).
La microdiâlisis es una modificaciôn del push-pull, en la que se incorpora una 
membrana dialftica en el extreme de la cânula concéntrica que se encuentra en contacte
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con el tejido (Benveniste 1989;Ungerstedt 1991;Sharp y Zetterstrôm 2007). La técnica 
se desarrollo durante finales de los anos 70 y principios de los 80 en el laboratorio de 
Ungerstedt, en Suecia, y con el tiempo se ha perfeccionado y se ha convertido en una 
herramienta habituai para analizar los niveles de neurotransmisores y otras sustancias 
quimicas no solo en el cerebro, sino en otros ôrganos, y en muy diversas especies 
animales, incluido el hombre (Chefer et al, 2009). Esta técnica présenta algunas 
ventajas con respecto a la perfusion push-pull, entre las que destacan el hecho de que la 
cânula de microdiâlisis es un sistema cerrado, en el que se reducen al mismo tiempo la 
posibilidad de contaminaciôn de la muestra con moléculas de alto peso molecular que 
podrian alterar la cuantifîcaciôn de la sustancia qufmica objeto de estudio, y el daflo 
producido en el tejido por la perfusiôn directa del Ifquido a través de la cânula de push- 
pull (Di Chiara 1990b). Estos benefîcios de la microdiâlisis con respecto al push-pull 
motivaron, de hecho, el cambio de técnica en nuestro laboratorio en el ano 1993.
Actualmente se encuentran en desarrollo las conocidas como Neuroprobes 
(http://samlab.eDfl.ch/pa2e78151 .html), con la colaboraciôn de varios centros de 
investigaciôn intemacionales, que pretende aunar en un sôlo método la capacidad de 
detecciôn y estimulaciôn tanto eléctrica como qufmica, mediante el uso de pequehos 
implantes integrados por un conjunto de microelectrodos que actûan como biosensores.
1.2.Acerca de la microdiâlisis: ventajas y variables relevantes.
1.2.1.Algunos conceptos bàsicos.
Este método estâ basado en el principio de diâlisis, por el cual una membrana que es 
permeable al agua y a pequefias moléculas (cuyo tamano depende de su tamano de poro 
o tamafio de exclusiôn molecular) sépara dos compartimentos fluidos. Durante la 
perfusiôn de la membrana las moléculas pueden intercambiarse por difusiôn en ambos 
sentidos obedeciendo su movimiento al gradiente de concentraciones entre el interior y 
el exterior de la cânula (Di Chiara 1990b;Westerink 2000). La microdiâlisis pretende, 
por tanto, imitar la funciôn del capilar sangufneo mediante la perfusiôn de un Ifquido a 
través de la cânula de microdiâlisis, de modo que el contenido del perfimdido refleje la 
composiciôn del Ifquido extracelular (Ungerstedt 1991).
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Un aspecto importante a tener en cuenta en la cuantifîcaciôn de neurotransmisores 
mediante la técnica de microdiâlisis es que la concentraciôn de la sustancia en el 
dializado es sensiblemente menor que la del espacio extracelular. Aunque 
ffecuentemente ésto se ve como una limitaciôn en la técnica, en realidad es una ventaja 
porque la sustancia qufmica analizada no se retira en gran cantidad del espacio 
intersticial y, por tanto, el sistema no se ve excesivamente afectado (Westerink 2000). 
Son varios los modelos matemâticos que han tratado de calcular la concentraciôn real de 
la sustancia qufmica a partir de los datos de recuperaciôn de la cânula y de ciertos 
factures fïsicos que se consideran importantes en dicha recuperaciôn (Benveniste et al, 
1989;Justice 1993;Chefer et al, 2009). Estos modelos se han aplicado 
fimdamentalmente a los niveles basales de neurotransmisor, pues conocer sus valores 
reales podria informamos sobre factures como, por ejemplo, qué signifîcan esos valores 
absolutos en relaciôn con las constantes de uniôn de sus receptores (Justice 1993). En el 
caso de los valores estimulados el câlculo es bastante mâs complejo. En la actualidad, la 
gran mayoria de los trabajos que presentan estudios de microdiâlisis no calculan los 
valores absolutos reales de los neurotransmisores, debido a la gran cantidad de recursos 
necesarios para llevar a cabo esta operaciôn, y suele optarse por presentar los datos 
absolutos sin la correcciôn correspondiente a la recuperaciôn de la cânula de 
microdiâlisis. Sin embargo, se han estudiado con detalle los factures que afectan a la 
recuperaciôn de una sustancia qufmica, con el fin de poder incrementar en lo posible la 
recogida de estas moléculas en un rango de concentraciôn detectable mediante las 
técnicas empleadas para ello (Benveniste et al, 1989;Chefer et al, 2006).
1.2.2.Factores que afectan a la recuperaciôn.
-El flujo de perfusiôn: existe una relaciôn inversa entre el flujo de perfusiôn y la 
recuperaciôn de sustancias quimicas (Benveniste y Hansen 1991). Por tanto, reduciendo 
el flujo de perfusiôn se podrâ obtener una mayor recuperaciôn de la sustancia estudiada. 
Por ejemplo, a flujos en tomo a 0.1 pl/min se pueden obtener niveles de recuperaciôn en 
tomo al 99%. Estas condiciones no son, sin embargo deseables pues se producirfa una 
excesiva aclaraciôn de sustancias del espacio intersticial, que podria afectar a los 
resultados expérimentales obtenidos. Ademâs, el emplear flujos muy bajos implica que 
la recogida de muestras ha de prolongarse mucho en el tiempo, por lo que para 
estfmulos que producen cambios en unos pocos minutos, estas condiciones no serf an las
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mâs apropiadas (Westerink 2000;Chefer et al, 2009). Lo mâs usual es emplear flujos de 
entre 1-2pl/min, que permiten una recuperaciôn en tomo al 15-20% y en un rango de 
tiempo que se considéra adecuado (5-20min) dependiendo de la sustancia estudiada y 
del método de cuantifîcaciôn empleado. Atendiendo a estas consideraciones, en el 
présente trabajo de investigaciôn se ha empleado un flujo de 2pl/min.
-La longitud de la membrana de la cânula: cuanto mayor sea la longitud de la 
membrana, mayor serâ la recuperaciôn de sustancias, dado que habrâ una mayor 
superficie expuesta al espacio intersticial (Sarre y Michotte 2007). La longitud de 
membrana vendrâ determinada, sobre todo por las dimensiones del ârea objeto de 
estudio. Generalmente no se emplean longitudes de membrana por debajo de 0.5mm 
debido a su baja recuperaciôn (Chefer et al, 2009), por lo que la microdiâlisis no es 
adecuada para estudiar âreas de menores dimensiones que ésta. En el présente trabajo se 
empleô una longitud de membrana de 4mm, que permite estudiar adecuadamente la 
CPF medial y el hipocampo ventral.
-La composiciôn de la membrana: los materiales deben ser inertes y no reaccionar con 
las sustancias présentés en el espacio intersticial o con las drogas que puedan 
perfundirse a través de la cânula. Por otro lado, el tamano de poro o exclusiôn molecular 
(cut-off) limita el tamano de las moléculas que pueden atravesar la membrana. Se 
pueden emplear membranas con diferente tamano de poro o caracteristicas quimicas si 
se desean recoger sustancias especificas, para facilitar su difusiôn (Morelli et al, 1991). 
En el caso de la présente Tesis Doctoral se emplea una membrana de cuprofano 
(derivado de la celulosa) con un cut-off de 5000Da. Las cânulas de microdiâlisis 
empleadas en el présente trabajo de investigaciôn se han disefiado y se construyen en 
nuestro laboratorio y sus caracteristicas se describen en el apartado de Materiales y 
métodos de esta Tesis y en la bibliografïa previa del laboratorio (Segovia et al, 1997).
-Otros factores fïsicos: algunos modelos proponen como agentes fundamentales de la 
recuperaciôn de la cânula la tortuosidad, es decir, la resistencia que el tejido opone al 
movimiento de las sustancias quimicas (Benveniste et al, 1989). Habitualmente la 
recuperaciôn de una cânula se évalua in vitro empleando patrones de concentraciôn 
conocida en una soluciôn salina, que opone mucha menos resistencia al movimiento de 
sustancias que el tejido, por lo que ese valor puede estar sobreestimado. En nuestro caso
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los valores de recuperaciôn (en soluciôn salina) fueron de 10-12% para catecolaminas, 
10% para acetilcolina y 15% para aminoâcidos.
Algunos de los factores descritos determinan el hecho de que la microdiâlisis présenté 
una serie de ventajas que hacen que su uso se haya extendido ampliamente. Pero esta 
técnica también présenta una serie de desventajas que han de tenerse en cuenta. Una de 
ellas es la resoluciôn temporal. Si se desean estudiar cambios râpidos en la dinâmica de 
un neurotransmisor, sobre todo en el caso de tratar de correlacionar los cambios en la 
concentraciôn de un neurotransmisor con una conducta determinada en cuestiôn de 
segundos esta técnica puede no ser la mâs aconsejable (Pepeu y Giovannini 2004;Grace 
et al, 2007;Sarter et al, 2009), si bien algunos disenos expérimentales han permitido 
estudiar la dinâmica de un neurotransmisor incluso en rangos de 1min (Moghaddam et 
al, 1994). Otra desventaja, sobre todo con respecto a la voltametria se encuentra en la 
resoluciôn espaciai, pues el diâmetro de la cânula de microdiâlisis es unas 10 veces 
mayor que el del electrodo empleado en la voltametria (Sharp y Zetterstrôm 2007;Baker 
y Kalivas 2007).
1.2.3.Factores que afectan a la elecciôn del protocole de microdiâlisis.
Han de tenerse en cuenta ciertos aspectos de disefio experimental, como son:
-Tiempo de estabilizaciôn: cuando se introduce la cânula en el tejido se causan 
alteraciones en la estructura y funcionalidad del mismo. Este periodo puede durar entre 
30min y 24 horas y entre los efectos se encuentran una liberaciôn excesiva de 
neurotransmisores (provocada por dafio neuronal), ruptura de la barrera 
hematoencefâlica e isquemia en la zona adyacente a las cânulas (Di Chiara 
1990b;Benveniste y Hansen 1991;Damsma y Westerink 1991;Westerink 2000;Day et 
al, 2001;Mitala et al, 2008). El disefio de la cânula puede influir en estos efectos. Asi, 
por ejemplo, el disefio concéntrico en forma de Y, ffente a los disefios en forma de U o a 
los transversales, permite menores diâmetros de cânula, asi como una longitud variable 
de membrana y un mejor acceso a âreas ventrales del cerebro (Morelli et al, 
1991;Ungerstedt 1991;Day efa/., 2001).
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-Implantaciôn de cânulas guia: esta caracteristica puede ser relevante de cara al tipo de 
experimento que se desee realizar. La recuperaciôn de sustancias comienza a descender 
a las 48-72 horas después de haber introducido la cânula de microdiâlisis debido a que 
se forma una barrera glial en tomo a la misma, que limita el paso de sustancias a la 
cânula (Benveniste 1989;Di Chiara 1990b;Ungerstedt 1991). Es por este motivo, que si 
bien para estudios farmacolôgicos podria emplearse la implantaciôn de cânula de forma 
semicrônica (desde la cirugia estereotâxica), para estudios conductuales es mâs 
recomendable el empleo de cânulas guia, ya que permite una recuperaciôn adecuada de 
los animales tras la cimgia (Westerink 2000;de Groote y Linthorst 2007). En el présente 
trabajo de investigaciôn, dado que el estimulo empleado era un agente estresante y, por 
tanto, se trataba de estudiar una respuesta conductual, se emplearon cânulas guia con el 
fin de permitir la recuperaciôn del animal durante 6-7 dias tras la cirugia estereotâxica. 
Ademâs, la recogida de muestras comenzô 3 h después de la implantaciôn de la cânula el 
dia del experimento para permitir la estabilizaciôn de los niveles de neurotransmisores. 
Estudios iniciales en nuestro laboratorio probaron que ese periodo de tiempo tras la 
implantaciôn asegura unos niveles basales estables de neurotransmisores. La duraciôn 
total de los experimentos (desde la implantaciôn de la cânula hasta su extracciôn) fue de 
7 horas. Ademâs, no se reutilizô el mismo sitio para evitar dano adicional en el tejido.
-Ritmo circadiano de los animales: una variable que puede afectar al comportamiento de 
los animales durante los experimentos es la fase del ciclo luz/oscuridad en la que se 
encuentre el animal. En el caso de los roedores, su fase de actividad es la fase oscura del 
ciclo, por lo que es recomendable trabajar con estos animales en ritmo invertido para 
desarrollar los experimentos a unas condiciones prôximas a las fisiolôgicas (Mitsushima 
et al, 1996;Rueter y Jacobs 1996;Castafieda et al, 2004). En este trabajo de 
investigaciôn se empleô un ritmo luz/oscuridad (12h/12h, luces encendidas a las 
20:00h). También en este caso el empleo de cânulas guia permite que los animales 
recuperen su ritmo circadiano tras la cirugia (Westerink 1995).
Por tanto, las condiciones expérimentales escogidas para llevar a cabo los experimentos 














Cânulas guia Tipo Y 4mm 3h 2pl/min Oscuridad
1.2.4 Acerca de la composiciôn del liquido cefalorraquideo sintético (LCRs).
El liquide perfundido a través de la cânula de microdiâlisis deberia poseer una 
composiciôn iônica de similares caracteristicas a las del liquido del medio extracelular 
(Morelli et ai, 1991;Ungerstedt 1991). Si bien en algunos casos, sobre todo durante los 
primeros anos de desarrollo de la técnica se empleô Ringer como liquido de perfusiôn, 
boy se opta preferentemente por el LCRs, cuya composiciôn se ha refmado y se han 
ajustado las concentraciones de sus solutos para adecuarlo a las condiciones del liquido 
extracelular.
Entre los componentes que deben ser controlados del LCRs se encuentran las 
concentraciones de y Ca^ ,^ dado que la actividad neuronal depende en gran medida 
de éstas. Asi, altas concentraciones de producen la liberaciôn de neurotransmisor de 
forma inespecifica (Miyamoto et al, 1991;Rosenblad y Nilsson 1993;Herzog et al,
2003) e incrementos en la concentraciôn de Ca^  ^extracelular producen el mismo efecto 
(Westerink et al, 1988;Damsma y Westerink 1991;Morelli et al, 1991). Es importante 
ademâs que las variaciones en la composiciôn iônicas del liquido de perfusiôn o las 
drogas disueltas en éste no modifîquen el pH o la tonicidad del medio extracelular 
(Ungerstedt 1991). En nuestro caso, la concentraciôn de Ca^  ^ fue 1.2mM, empleada en 
el laboratorio en trabajos previos (Segovia et al, 2006;Del Arco et al, 2007b). Esta 
concentraciôn se encuentra en los niveles que se emplean habitualmente para la 
preparaciôn de LCRs, y que oscilan entre 1.2pM (Hernandez et al, 2006) y 3.4pM 
(Westerink et al, 1988). Entre estos limites se ha mostrado que la relaciôn de 
concentraciôn de dopamina o acetilcolina con la de Ca^  ^ es lineal, sin embargo se ha 
sugerido que no sôlo deben tenerse en cuenta los niveles fisiolôgicos de Ca^ ,^ que estân 
en tomo a 1.2mM, sino el impacto de la cânula en el tejido (que los reduce a 0.78mM, 
aproximadamente) y el empleo de inhibidores de la actividad enzimâtica de los 
transportadores del neurotransmisor, por lo que la concentraciôn de Ca^  ^ puede ser 
aceptable dentro de ese rango propuesto, siempre que no se demuestre que afecta de 
forma significativa a los resultados obtenidos (Morelli et al, 1991).
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Un aspecto metodolôgico relevante en la microdiâlisis, y que puede tener impacto en los 
resultados obtenidos mediante esta técnica, es el empleo de drogas especificas para 
incrementar los niveles extracelulares de un determinado neurotransmisor por encima 
del limite de detecciôn del método de anâlisis. Estas drogas permiten prolongar el 
tiempo de permanencia del neurotransmisor en el espacio sinâptico. En la présenté Tesis 
Doctoral se emplearon drogas de este tipo para modificar los niveles de acetilcolina y 
dopamina, que se describirân a continuaciôn.
En el caso de la acetilcolina, es usual el empleo en microdiâlisis de un inhibidor de la 
enzima acetilcolinesterasa, que ralentiza la degradaciôn de la misma en el espacio 
sinâptico y, por tanto, favorece el incremento de su concentraciôn en el mismo (Vinson 
y Justice, Jr. 1997;Himmelheber et al, 1998). Los inhibidores mâs empleados son la 
fisostigmina y la neostigmina. Aunque ambas drogas inhiben de forma competitiva y 
reversible y con similar potencia a la enzima acetilcolinesterasa, presentan algunas 
diferencias entre si que hacen mâs recomendable el empleo de la neostigmina. Asi, la 
neostigmina actùa a nivel del espacio extracelular, ya que su estructura cuatemaria 
impide su entrada en las células a través de las membranas celulares (a diferencia de la 
fisostigmina). Ademâs la neostigmina no se dégrada con la luz y se precisan menores 
concentraciones para obtener el mismo efecto que con la fisostigmina (Damsma y 
Westerink 1991;Day et al, 2001). Aunque la neostigmina podria actuar como 
colinomimético, sus efectos son casi inexistentes debido a las reducidas concentraciones 
a las que se emplea (Damsma y Westerink 1991). En el présente trabajo se empleô una 
concentraciôn de IpM. Esta dosis se encuentra dentro del rango de concentraciones 
descrito en la bibliografïa (Consolo et al, 1987;Nilsson et al, 1992). En muchos casos 
no es posible prescindir de su uso, si bien algunos trabajos han mostrado que se pueden 
cuantificar niveles basales de ACh in vivo sin necesidad de neostigmina en el LCRs 
(Herzog et al, 2003). Se ha recomendado la interpretaciôn cuidadosa de los resultados 
obtenidos gracias al empleo de neostigmina, puesto que, si bien algunos trabajos han 
mostrado que su actividad no interfiere con los resultados (Dewey et al, 
1997;Himmelheber et al, 1998), en otros casos se ha mostrado que la neostigmina 
puede interferir en ciertos procesos fisiolôgicos como la autorregulaciôn muscarinica 
(DeBoer et al, 1990) o la dependencia de Ca^  ^(Damsma et al, 1988). Sobre todo, los 
efectos de la neostigmina deberian ser tenidos en cuenta al estudiar la relaciôn del 
sistema colinérgico con otros sistemas de neurotransmisiôn.
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Al igual que en el caso de la acetilcolina, los niveles basales de dopamina en la CPF 
recogidos mediante microdiâlisis suelen encontrarse por debajo del limite de detecciôn. 
Por este motivo se anade al LCRs nomifensina, un inhibidor del transportador de 
dopamina (Sarre y Michotte 2007). En el présente trabajo la concentraciôn de 
nomifensina fue de 5pM, que no perturba la liberaciôn neuronal de dopamina, de forma 
que, en presencia de este inhibidor, la concentraciôn extracelular de este 
neurotransmisor es sensible a tetrodotoxina (TTX) y dependiente de Ca^  ^
(Butcher et al, 1991;Santiago et al, 1993). Aun asi, es recomendable la interpretaciôn 
cuidadosa de los resultados en los que se ha empleado nomifensina pues la actividad del 
sistema dopaminérgico puede estar alterada, aunque sea levemente, por la presencia del 
inhibidor.
1.3.Sobre el significado de las concentraciones de neurotransmisores recogidas 
mediante la técnica de microdiâlisis.
Desde los inicios del empleo de la técnica de microdiâlsis, el origen y significado 
fîsiolôgico de los neurotransmisores recogidos ha sido objeto de debate. De hecho, la 
membrana dialftica, debido a sus dimensiones, no puede situarse en el espacio sinâptico, 
por lo que se asume que los neurotransmisores y el resto de moléculas recogidos a 
través de la cânula proceden del espacio extracelular pudiendo éstos procéder, bien del 
espacio sinâptico, o bien de una liberaciôn directa al espacio extracelular (Timmerman y 
Westerink 1997). Es por tanto relevante, de cara a la fisiologfa, la farmacologia o la 
patologfa de un determinado sistema de neurotransmisiôn, conocer la procedencia de 
dicha molécula (ya sea neuronal o glial), cômo ha alcanzado el espacio extracelular 
(mediante exocitosis, metabolismo, reversiôn de transportadores, excitotoxicidad), o 
cômo diversas manipulaciones expérimentales afectan a su concentraciôn extracelular 
(Rea et al, 2005).
La procedencia de los neurotransmisores recogidos mediante microdiâlisis es uno de los 
aspectos mâs relevantes relacionados con esta técnica. Fundamentalmente se han 
empleado dos criterios para la determinaciôn del origen neuronal de los 
neurotransmisores recogidos mediante microdiâlisis. El primero es el bloqueo mediante 
TTX. Esta toxina bloquea los canales de Na^ dependientes de voltaje que permiten la 
propagaciôn del impulso nervioso. El segundo criterio es la dependencia de las
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concentraciones de Ca^ ,^ de modo que la retirada de este ion del espacio extracelular no 
permitiria la entrada del mismo necesaria para el proceso de exocitosis del 
neurotransmisor desde las neuronas. Por tanto, la disminuciôn de la concentraciôn basai 
de un determinado neurotransmisor en tomo al 70%, provocada por la perfusiôn de 
TTX o por la retirada de Ca^  ^ del medio extracelular se considéra como un buen 
indicador del origen neuronal de dicho neurotransmisor (Consolo et al, 1987;Westerink 
et al, 1987;Damsmae/ûf/., 1988;Morelli e/a/., 1991 ;Timmerman y Westerink 1997;Del 
Arco et al, 2003).
1.3.1.Origen de la concentraciôn extracelular de acetilcolina y dopamina.
Las aminas biôgenas, y entre ellas la dopamina y la acetilcolina, se encuentran 
fundamentalmente localizadas en neuronas (Seiden et al, 1993;Pepeu y Giovannini
2004), y una vez liberadas al espacio sinâptico pueden difundir al espacio extracelular 
(Zoli y Agnati 1996;Descarries et al, 1997;Zoli et al, 1998). Ademâs se han descrito 
terminaciones no sinâpticas que liberan dopamina y acetilcolina al espacio extracelular 
(Descarries et al, 1991;Goldman-Rakic 1998;Zoli et al, 1998). Se considéra que las 
concentraciones extracelulares medidas mediante microdiâlisis de dopamina y 
acetilcolina son de origen neuronal, ya que en ambos casos dichas concentraciones se 
reducen drâsticamente en presencia de TTX o en ausencia de Ca^  ^ (Westerink et al, 
1988;Di Chiara 1990a;Westerink 2000;Pepeu y Giovannini 2007). Las concentraciones 
de dopamina y acetilcolina recogidas en los dializados no se puede afirmar que guarden 
una relaciôn lineal con la concentraciôn en su sitio de liberaciôn, debido a que estas 
moléculas han de difundir desde ese lugar hasta la membrana de sonda de microdiâlisis 
y ademâs habrâ mecanismos de aclarado, que reducirân la concentraciôn de los 
neurotransmisores antes de alcanzar la misma (Morelli et al, 1991).
1.3.2. Origen de la concentraciôn extracelular de glutamato.
En el caso del glutamato existe controversia con respecto a su origen. El glutamato se 
puede encontrar en el interior de las neuronas, pero también en el interior de los 
astrocitos (Haydon 2001), e incluso puede provenir del plasma tras atravesar la barrera 
hematoencefâlica (Timmerman y Westerink 1997).
123
__________________________________________________________________________ Discusiôn
A diferencia de la dopamina o la acetilcolina, los niveles basales extracelulares de 
glutamato y GABA son insensibles o no se reducen mâs de un 40-50% en presencia de 
TTX o con bajas concentraciones de calcio (Morelli et al, 1991;Timmerman y 
Westerink 1997;Del Arco et al, 2003;Baker y Kalivas 2007), lo que sugiere que, al 
menos, el glutamato y GABA extracelulares basales no tendrian un origen neuronal. 
Algunos autores, sin embargo, han mostrado que ciertas estimulaciones quimicas, 
eléctricas o conductuales producen incrementos de glutamato extracelular que son 
sensibles a TTX y dependientes de Ca^  ^ (Moghaddam 1993;Miele et al, 1996;Lada et 
al, 1998;You et al, 1998). De hecho, se ha descrito un proceso denominado spill-over 
mediante el cual el glutamato podria abandonar el espacio sinâptico para alcanzar el 
espacio extracelular, pero este fenômeno sôlo tendria lugar ante estimulaciones altas de 
las neuronas glutamatérgicas y ademâs no se présenta de forma generalizada en el 
cerebro (Del Arco et al, 2003;Westerink et al, 2007).
En esta controversia sobre el origen del glutamato extracelular juegan un papel crucial 
los astrocitos. La sinapsis glutamatérgica se caracteriza por ser “cerrada” de modo que 
el espacio sinâptico queda rodeado por astrocitos, que presentan una alta densidad de 
transportadores de glutamato y que, por tanto, hacen dificil que éste pueda salir al 
espacio extracelular (Clements 1996;Rothstein et al, 1996). De hecho, Zoli et al (1999) 
diferenciaron dos compartimentos con respecto al glutamato: uno, el sinâptico, y otro, el 
extracelular, en los que este neurotransmisor podria ejercer funciones diferentes. Los 
astrocitos, por tanto, pueden controlar de forma fma la salida de glutamato desde el 
espacio sinâptico al espacio extracelular, pero ademâs presentan en su interior 
glutamato, que no sôlo juega un papel en el metabolismo del mismo, para ser después 
incorporado a las neuronas, sino que los propios astrocitos son capaces de liberar 
glutamato, ya sea al espacio extracelular o al propio espacio sinâptico (Haydon 
2001;Pasti et al, 2001;Perea et al, 2009). Esta liberaciôn puede darse mediante 
procesos no exocitôticos, como la reversiôn del transportador glutamato/cisteina que, de 
hecho, se cree que podria explicar en tomo al 60% de los niveles basales de glutamato 
extracelular en el nùcleo accumbens o en la CPF (Baker y Kalivas 2007), o bien a través 
de una liberaciôn exocitôtica similar a la neuronal (Pasti et al, 2001). No se sabe aùn si 
esta forma diferente de liberaciôn podria ser exclusiva de uno u otro compartimento 
(extracelular o sinâptico). Esta relaciôn funcional neurona-glia, ademâs de la escasa 
respuesta de los niveles de glutamato a TTX o Ca^ ,^ en algunos casos incluso tras
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estimulaciôn conductual, llevô a Del Arco et al. (2003) a proponer dos hipôtesis con 
respecto a los niveles de glutamato y GABA extracelulares: 1) los cambios de 
concentraciones de glutamato en respuesta a tratamientos especificos podrian ser 
expresiôn de la actividad de la unidad astrocito-neurona en circuitos especificos del 
cerebro; 2) esos cambios podrian ser un indice de acciones mediadas por transmisiôn 
por volumen donde los astrocitos liberan glutamato al compartimento extracelular y 
difunden a través de él (Zoli et al, 1999).
En parte, por tanto, el origen del glutamato extracelular obtenido mediante microdiâlisis 
in vivo, aùn signe siendo controvertido (Timmerman y Westerink 1997;Del Arco et al, 
2003).
1.3.Sobre el anâlisis cromatogrâfîco.
La cromatografîa liquida de alta resoluciôn (HPLC) supuso un gran empuje al 
desarrollo de la técnica de microdiâlisis, pues este método permite la detecciôn y 
cuantificaciôn de sustancias de diversa naturaleza molecular, con alta sensibilidad 
(rango fentomolar) y gran capacidad de resoluciôn (Westerink 2000;Day et al, 
2001;Chefer et al, 2009). La HPLC permite utilizar pequenos volùmenes de muestra, 
métodos de derivaciôn simples, un reducido tiempo de anâlisis y posee, ademâs, un 
coste menor que otros métodos cromatogrâficos (Lindroth y Mopper 1979;Venema et 
al, 1983;Allison et al, 1984;Peinado et al, 1986). Si bien las primeras moléculas que 
se analizaron fueron los aminoâcidos, los primeros estudios sistemâticos empleando esta 
técnica se aplicaron a la detecciôn de las monoaminas (Morelli et al, 1991;Sarre y 
Michotte 2007) y posteriormente se ha ampliado al estudio de muchas otras moléculas.
1.3.1.Sobre el anâlisis de catecolaminas.
En la présenté Tesis Doctoral se ha empleado la detecciôn de tipo electroquimico para la 
detecciôn de dopamina porque proporciona unos limites de detecciôn en el rango 
fentomolar, un menor coste y mayor facilidad de manejo que otros métodos, como los 
detectores de florescencia, o la cromatografîa de gases acoplada a espectrometria de 
masas (Anderson 1993;Carter 1994;Westerink 2000;Freeman et al, 2003), a pesar de 
que estos ùltimos puedan poseer una mayor selectividad o sensibilidad.
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El anâlisis de las catecolaminas se realizô mediante un detector coulométrico en el que 
la muestra pasa a través de un electrodo a modo de fîltro y no sôlo contacta con su 
superficie (como en el detector amperométrico), por lo que virtualmente todas las 
moléculas susceptibles de ser oxidadas o reducidas van a ser expuestas al potencial. 
Ademâs, permite oxidar o reducir las sustancias previamente a su paso a la célula 
analitica (Sarre y Michotte 2007). Se empleô una célula analitica con dos canales 
(electrodos) dispuestos en serie. Mediante la modificaciôn de los potenciales de cada 
canal se pueden optimizar la sensibilidad y la especificidad del anâlisis (Anderson 
1993). En nuestro caso, la concentraciôn de dopamina se encuentra habitualmente en 
tomo a 0.25-0.40nM, y nuestro limite de detecciôn es de 0.15nM.
Uno de los inconvenientes de la detecciôn electroquimica es que es muy sensible al 
flujo, por lo que es fundamental que la eluciôn de la fase môvil carezca de pulsatilidad 
(lo que se consigue empleando una bomba que mantenga un flujo constante) (Anderson 
1993;Freeman et al, 2003). Un segundo problema que plantea es su menor selectividad 
que la detecciôn fluorométrica, debido a que diversas sustancias présentés en la muestra 
pueden presentar potenciales de ôxido-reducciôn similares a los de la molécula que se 
desea analizar (Anderson 1993). Puesto que tanto el LCRs como la fase môvil presentan 
moléculas susceptibles de ser oxidadas o reducidas, se observa una cierta senal de fondo 
o “mido” en la linea base del cromatograma. Esta razôn sefial-mido puede atenuarse 
mediante el uso de gradientes, de una pre-columna o mediante la inclusiôn de una célula 
de guarda anterior a las células analiticas (Anderson 1993).
En cuanto a la fase môvil, en la detecciôn electroquimica es esencial la composiciôn de 
la misma con el fin de optimizar la separaciôn y resoluciôn de los picos (Freeman et al, 
2003). En el présente trabajo la composiciôn de la fase môvil fue definida de forma 
empirica modificando la concentraciôn de sulfonato sôdico y/o metanol hasta lograr una 
buena separaciôn del pico correspondiente a dopamina, que aparece, con estas 




1.3.2.Sobre el anâlisis de acetilcolina.
La introducciôn de un método cromatogrâfîco râpido, fîable y reproducible para el 
anâlisis de acetilcolina contribuyô significativamente al estudio in vivo de los sistemas 
colinérgicos en las dos décadas anteriores. El método descrito por Potter et al. (1983) 
consiste en una separaciôn de moléculas mediante HPLC, una reacciôn enzimâtica 
postcolumna y su posterior detecciôn electroquimica, que solventa los problemas que 
créa el hecho de que la acetilcolina sea una molécula difîcilmente oxidable, ademâs de 
su baja absorciôn de luz ultravioleta. De este modo, se consigue la producciôn de 
perôxido de hidrôgeno, que puede ser oxidado o reducido segùn el potencial aplicado 
(Damsma y Westerink 1991).
Las columnas mâs habitualmente empleadas para separar acetilcolina y colina son las de 
intercambio iônico (Damsma et al, 1988;DeBoer et al, 1990;Day et al, 2001). 
Actualmente se dispone de las columnas microbore, de reducido diâmetro que 
proporcionan una alta sensibilidad y requieren un menor volumen de muestra, un 
tiempo de anâlisis mâs corto y menor gasto de fase môvil (Tsai et al, 1996;Carter y 
Kehr 1997). En el présente trabajo se empleô una columna microbore de intercambio 
catiônico para la separaciôn de la acetilcolina y un reactor enzimâtico donde se 
encuentran covalentemente unidas las enzimas acetilcolinesterasa (que transforma la 
acetilcolina en colina y acetato) y la colinoxidasa (que convierte la colina en betaina y 
perôxido de hidrôgeno). El perôxido de hidrôgeno résultante de estas reacciones 
enzimâticas es proporcional a la concentraciôn de acetilcolina y colina que contiene la 
muestra inyectada.
Es importante evitar el sobrecrecimiento bacteriano en el sistema, y especificamente en 
el reactor enzimâtico, ya que la presencia de bacterias que presentan la enzima catalasa 
podrian degradar el perôxido de hidrôgeno, afectando por tanto, a los resultados 
obtenidos. Para minimizar este riesgo, se anadiô a la fase môvil un bacteriostâtico. 
Ademâs, no se permitiô la recirculaciôn de la fase môvil y se sustituyô cada 5-6 dias por 
una soluciôn fi*esca.
Se ha descrito que concentraciones de neostigmina de hasta lOpM en el LCRs empleado 
en las microdiâlisis no afectan a la eficiencia de la acetilcolinesterasa del reactor, y
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concentraciones superiores (de hasta ImM) producen un efecto inhibidor, con pérdida 
transitoria del pico correspondiente a la acetilcolina. Dado que la concentraciôn de 
neostigmina disuelta en el LCRs utilizado fue de 1 pM puede descartarse esa interacciôn 
sobre el proceso de detecciôn de la acetilcolina.
1.3.3.Sobre el anâlisis de aminoâcidos.
Para la detecciôn de aminoâcidos se emplea habitualmente un detector de fluorescencia. 
Para ello es necesaria una derivatizaciôn previa de las muestras, que contribuye a 
incrementar la sensibilidad y selectividad del anâlisis. En el présente trabajo se empleô 
la formaciôn de OPA-derivados (con o-ftaldehido), que son compuestos que emiten una 
respuesta fluorescente intensa en un corto tiempo de reacciôn, aunque estos compuestos 
son bastante inestables (Lindroth y Mopper 1979;Sarre y Michotte 2007). Para la 
formaciôn de los OPA-derivados es necesaria la presencia de una molécula que présente 
al menos un grupo tiol como auxiliar de la reacciôn, del que dependerâ en gran medida 
la intensidad de la fluorescencia y la estabilidad del compuesto. En este trabajo se eligiô 
el mercaptopropiônico y, ademâs, para reducir la influencia de la inestabilidad de los 
compuestos en la cuantifîcaciôn posterior se estableciô un tiempo constante de demora 
entre la adiciôn del reactivo y la inyecciôn de la muestra en el cromatôgrafo (45s).
Se utilizô una columna de 15cm de longitud con el fin de optimizar la resoluciôn de los 
picos sin prolongar demasiado el tiempo de anâlisis (Venema et al, 1983). Dado que las 
muestras recogidas representan mezclas complejas, es decir, con diferentes polaridades, 
se estableciô una eluciôn en gradiente de tipo binario (con fases môviles), que permitiô 
optimizar la separaciôn de los picos en un tiempo de anâlisis de 16min. La principal 
precauciôn que se debe tomar cuando se emplean gradientes es el restablecimiento de 
las condiciones iniciales, que en el caso del présente trabajo tuvo lugar en 4min.
Varios autores han demostrado previamente que el anâlisis de aminoâcidos mediante 
HPLC acoplada a detecciôn tanto fluorométrica como electroquimica, es un método 
sensible y reproducible para el estudio de los niveles endôgenos de aminoâcidos 
(Venema et al, 1983;Peinado et al, 1986). La elecciôn de un detector de tipo 
fluorométrico para el anâlisis de aminoâcidos se debiô a que éste proporciona mâs 
estabilidad al anâlisis que el de tipo electroquimico. Este método présenta linealidad
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estadistica en el rango de concentraciones entre Ipmol y lOmmol con volùmenes de 
muestra comprendidos entre 5 y 500pl (Peinado et al, 1986). En nuestro caso 
empleamos volùmenes de muestra de 6pl anadidos a otros 6pl que contienen un 
estândar intemo (homoserina), que proporciona una mayor fiabilidad en la 
cuantificaciôn. Con las condiciones empleadas en este trabajo, somos capaces de 
detectar hasta 12 aminoâcidos diferentes, entre los que se encuentran glutamato, GABA, 
taurina, glicina o aspartato, en un tiempo de 16.5min (ver Figura 9 en Materiales y 
Métodos).
2.Sobre el modelo de enriquecimiento ambiental. 
2.1.£valuaciôn cntica del modelo.
2.1.1. Ambiente natural freote a modelo experimental.
Existen dos perspectivas distintas que tienen como objetivo el estudio del EA: una 
primera, que se centra en los efectos del mismo sobre ciertos parâmetros cognitivos y 
moleculares relativos al desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso, que estân 
relacionados con la modulaciôn que el ambiente ejerce sobre los fenômenos de 
plasticidad cerebral (van Praag et al, 2000); una segunda, que se centra en el cuidado y 
mantenimiento de los animales de laboratorio y evalùa parâmetros fisiolôgicos que son 
indicadores de la salud y bienestar de éstos (Olsson y Dahlbom 2002). Aunque los 
objetivos de sendas perspectivas son diferentes, sus resultados, sin embargo, pueden ser 
complementarios. En la présente Tesis Doctoral el EA ha sido evaluado bajo la primera 
de estas perspectivas, aunque sin desdenar las conclusiones que pudiesen derivarse del 
trabajo que afectasen a la segunda de ellas.
Mediante el empleo del EA se proporcionan a los animales unas condiciones 
ambientales que se asemejan, en ciertos aspectos, al ambiente natural en el que éstos se 
desarrollan (Newberry 1995;van Praag et al, 2000). Pueden plantearse dos 
consideraciones con respecto a esta idea: algunos autores proponen que las condiciones 
de EA son enriquecidas con respecto a las condiciones estândar de laboratorio, ya que 
las primeras son mâs semej antes a las condiciones naturales (Würbel 2001;Rosenzweig 
2003;Laviola et al, 2008). Otros autores, por el contrario, consideran que el modelo de
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EA no pretende reproducir las condiciones naturales de vida de los animales, ya que 
mientras que el comportamiento de los animales en la naturaleza viene dado por la 
necesidad y la supervivencia, en el EA séria dirigido por una combinaciôn de 
curiosidad, juego y aprendizaje (Sale et al, 2009). La primera de estas perspectivas 
cuenta con un mayor apoyo empirico. Por ejemplo, un trabajo reciente ha mostrado que 
ratones salvajes cazados en la ciudad muestran una LTP incrementada con respecto a 
ratones de laboratorio mantenidos en condiciones estândar (Zhao et al, 2009). En otras 
especies diferentes a los roedores se han encontrado resultados similares. Asi, en un 
trabajo en el que se ha estudiado la neurogénesis en el hipocampo de carboneros de 
capucha negra {Parus atricapillus) se ha mostrado que ésta es mayor en aquellos 
carboneros a los que se les déjà en libertad tras inyectarles timidina tritiada, que 
aquellos que permanecen en un aviario tras la inyecciôn y hasta su posterior anâlisis 
(Bamea y Nottebohm 1994). Asimismo, el cerebro de los salmônidos de la especie 
Oncorhynchus mykiss criados en libertad présenta un mayor volumen que el de los que 
son criados en cautividad, y esta diferencia se puede reducir incrementando la 
complejidad del ambiente en el que se desarrollan los alevines en cautividad de esta 
especie (Kihslinger y Nevitt 2006). Ademâs, se ha observado en diversas especies que 
el volumen de ciertas âreas cerebrales es mayor en animales en libertad que en animales 
domésticos (Ebinger 1995). Dado que estos mismos parâmetros (volumen cerebral, 
neurogénesis en el hipocampo, LTP) se han encontrado incrementados en animales 
mantenidos en condiciones de EA, estos trabajos sugieren que las condiciones de EA se 
asemejan a las condiciones naturales de esos animales y que, por tanto, las condiciones 
de estabulaciôn habitualmente empleadas en los laboratorios serian, de algùn modo, 
condiciones empobrecidas con respecto al modelo de EA.
El desarrollo de cualquier ser vivo, desde un punto de vista evolutivo, viene dado por 
una expresiôn diferencial de genes que depende en gran medida de las condiciones 
ambientales en las que el individuo se desarrolle, y que ha sido perfilada por el proceso 
evolutivo durante millones de anos. En el caso de un animal en cautividad, teôricamente 
cuanto mâs semej antes sean sus condiciones de cria a aquellas que se dan en la 
naturaleza, mâs favorecido se verâ su desarrollo. Sin embargo, algunos autores 
consideran que los animales de laboratorio, debido a que se han mantenido en 
cautividad durante miles de generaciones, podrian haber desarrollado adaptaciones al 
medio en el que viven actualmente (Newberry 1995;Benefiel et al, 2005). Sin embargo.
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se ha observado que los animales de laboratorio desarrollan comportamientos naturales 
si se dan las condiciones propicias para ello. Por ejemplo, tanto los ratones como las 
ratas construyen nidos si se introduce material adecuado para la construcciôn de los 
mismos en sus jaulas (Olsson y Dahlbom 2002;Smith y Corrow 2005). También se 
observan respuestas conductuales, neuroquimicas y endocrinas de estrés ante la 
presencia de un depredador natural, incluso aunque no hayan tenido contacto previo con 
él (Morrow et al, 2000;Woodson et al, 2003). Estas observaciones no excluyen sin 
embargo que ciertos genes, de menor relevancia para la supervivencia, puedan haber 
suffido cambios durante el tiempo que han permanecido los animales de laboratorio en 
condiciones de estabulaciôn (en el caso de las ratas, aproximadamente unos 200 anos). 
Por otro lado, y en relaciôn con los estudios de envejecimiento, no es comùn que en la 
naturaleza los animales alcancen su esperanza de vida maxima, debido a los 
depredadores o a la muerte por inaniciôn, por lo que las condiciones de laboratorio 
podrian no asemejarse en ese sentido a las naturales y séria dificil simularlas por la 
escasez de datos al respecto.
Las evidencias hasta ahora expuestas sugieren, en conjunto, que el EA constituye un 
modelo experimental que proporciona unas condiciones “artificiales” a los animales que 
serian intermedias entre las condiciones naturales y las condiciones estândar o de 
aislamiento habitualmente empleadas en los laboratorios (ver mâs adelante). El EA 
favorece, por tanto, la estimulaciôn sensorial y motora, asi como la interacciôn social de 
los animales, pero sin riesgo para su supervivencia. Estas condiciones constituyen, por 
tanto, un modelo experimental idôneo para el estudio de los cambios que un ambiente 
rico en estimulos puede producir sobre diferentes sistemas fisiolôgicos y, entre ellos, y 
particularmente, sobre la plasticidad cerebral.
2.1.2.^Qué grupos contrôles han de ser empleados?
El aspecto metodolôgico que mâs criticas ha recibido con respecto a los trabajos que 
estudian los efectos del EA son las condiciones de los grupos contrôles empleados. En 
los trabajos que incluyen el EA como variable de estudio se emplean habitualmente 
como contrôles las condiciones estândar (entre 2 y 4 animales por jaula, sin objetos), o 
condiciones de aislamiento (1 animal por jaula, sin objetos). En el caso de las 
condiciones estândar, los animales carecen de la estimulaciôn sensorial proporcionada
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por los objetos, si bien disponen de interacciôn social. En el caso del aislamiento, los 
animales carecen tanto de interacciôn social como de objetos. En este ultimo caso, de 
hecho, se ha mostrado que los animales mantenidos en aislamiento pueden presentar 
cambios importantes en la respuesta a estrés o en el sistema dopaminérgico, por lo que 
al evaluar los efectos del EA no es posible separar adecuadamente éstos de los efectos 
deletéreos del aislamiento (Mirmiran et al, 1986;Robbins et al, 1996;Würbel 
2001;Fone y Porkess 2008), si bien estos efectos suelen tener lugar de forma mâs 
acusada cuando el aislamiento se produce durante la etapa puberal. For otro lado, 
también se ha descrito que los animales mantenidos en condiciones estândar o de 
aislamiento muestran mayores niveles de estereotipias que animales en libertad o en 
condiciones de EA, lo que podria suponer un sfntoma de condiciones fisiolôgicas 
anormales (Turner y King 2003;Gamer 2005). Estos efectos en los animales en 
condiciones estândar o aislados han conducido a la propuesta de que tanto las 
condiciones estândar como las condiciones de aislamiento podrian no ser apropiadas 
para la investigaciôn que depende de un funcionamiento normal del sistema nervioso, al 
menos en un determinado tipo de trabajos cientificos (Würbel 2001;01sson y Dahlbom 
2002;Laviola et al, 2008).
En los trabajos que emplean el EA como modelo experimental no hay un consenso 
establecido sobre la direcciôn en la que orientar los resultados. Algunos trabajos, como 
el de Meléndez et al. (2004), han optado por la orientaciôn etolôgica de los resultados 
considerando las condiciones de EA como gmpo control, mientras que el grupo de 
estudio es el llamado “empobrecimiento ambiental”, que en este caso lo constituyen 
animales aislados. Otros trabajos, sin embargo, oponen unas condiciones a las otras sin 
tomar a ninguno de ellos por gmpo control (Larsson et al, 2002;Pham et al, 2002) e 
incluso algunos, para evitar las connotaciones positivas que créa el término 
“enriquecimiento” emplean los términos “complejidad“ (Black et al, 1987) o 
“suplementaciôn” (Benefiel et al, 2005). Sin embargo, lo mâs frecuente es encontrar 
articulos que empleen como variable de estudio el EA manteniendo como gmpo control 
animales en condiciones estândar o de aislamiento (Klein et al, 1994;Moncek et al, 
2004;Del Arco et al, 2007a;Hoffmann et al, 2009).
Por ultimo, como han propuesto Laviola et al (2008), el hecho de que los animales 
habitualmente empleados como contrôles se encuentren en condiciones estândar o de
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EA, puede dar lugar a interpretaciones errôneas de resultados, e incluso a poner en 
Question ciertos modelos de enfermedades psiquiâtricas o neurolôgicas cuya apariciôn 
depende de factores tante genéticos como ambientaies. Por ejemplo, se pueden inducir 
ciertos sintomas depresivos mediante la separaciôn materna o el estrés prenatal a 
individuos mantenidos en condiciones estandar, pero no si estos animales se encuentran 
en condiciones de EA. Por tanto, y dado que la apariciôn de estos sintomas 
presumiblemente depende de una predisposiciôn biolôgica (estrés prenatal o separaciôn 
materna) anadida a unas condiciones ambientaies adversas, los autores se plantean si no 
séria mas acertado preguntarse por que animales en condiciones estandar si desarrollan 
estos sintomas aun cuando supuestamente se encuentran en unas condiciones 
ambientaies que no deberian permitir la apariciôn de los mismos Este mismo 
planteamiento puede formularse para otros modelos animales, como los de 
enfermedades de Alzheimer o Parkinson, en los que se ha sugerido que el EA jugaria un 
papel protector (Li y Tang, 2005;Nithianantharajah y Hannan 2006). Es posible que los 
animales en condiciones estandar sean mas vulnérables que los mantenidos en EA al ser 
afectados por esos tratamientos, de modo que en lugar de estar trabajando con un 
modelo de protecciôn (el EA) se esté trabajando con un modelo de vulnerabilidad 
incrementada (condiciones estandar). El caso de los ratones knockout también es 
relevante a este respecto, pues algunos modelos que muestran ciertos déficits, por 
ejemplo a nivel cognitivo, ven atenuados éstos cuando son mantenidos en condiciones 
de EA (Rampon et al, 2000b). Es por estos motivos que Laviola et a l, (2008) proponen 
el empleo de animales en condiciones de EA como grupo control en este tipo de 
experimentos.
En el caso de la présente Tesis Doctoral se eligieron un grupo mantenido en condiciones 
de EA y otro grupo control en el que los animales fueron mantenidos individualmente 
en sus jaulas. Aunque los animales del grupo control fueron aislados, eran animales 
adultos jôvenes, sobre los que el aislamiento no ejerce tantos efectos negativos como en 
el caso de la etapa puberal. La elecciôn de estos dos grupos expérimentales se basô en el 
intento de maximizar las posibles diferencias que pudieran encontrarse entre los grupos 




2.2.Variables relevantes del EA y estandarizaciôn.
Los diferentes trabajos que estudian el EA emplean muy diverses protocoles de diseno 
experimental, que varian en las dimensiones de la jaula, el numéro de individuos, el 
numéro y tipo de objetos, la presencia o no de ruedas para la realizaciôn de ejercicio 
fisico, la duraciôn del EA, la edad de aplicaciôn del mismo a los animales o incluso la 
variedad de comida proporcionada a los animales (Fox et a l , 2006; Nithianantharajah y 
Hannan 2006).
Algunos trabajos han tratado de dilucidar cuales son las variables que estân mas 
involucradas en los efectos del EA sobre la plasticidad del sistema nervioso. Un estudio 
inicial estudio si la simple estimulaciôn visual, olfativa y auditiva era suficiente para 
lograr los efectos del EA sobre el volumen de la corteza cerebral (Ferchmin y Bennett 
1975). Este trabajo mostrô que aquellas ratas a las que se introducia en una caja de EA 
pero confînadas en una caja mas pequena sin tener un contacte directe con los 
elementos del EA no muestran los efectos que habitualmente producen estas 
condiciones sobre el desarrollo y volumen del cerebro, mientras que las ratas que tienen 
contacte directe con las condiciones de EA si muestran esos efectos. Otro elemento del 
EA que se ha estudiado por separado es el ejercicio fisico. Este, al igual que el EA, 
mejora la memoria espacial e incrementa los niveles de neurogénesis y de diverses 
factores neurotrôficos (van Praag et al, 1999;Cotman y Berchtold 2002), por le que se 
ha sugerido que sus efectos pueden contribuir, al menos en parte, a los efectos del EA. 
Otro de los componentes del EA es el ambiente social, que habitualmente no es 
suficiente para explicar los efectos del primero (van Praag et al, 2000). Con respecto al 
ambiente fisico (numéro y variedad de objetos, dimensiones de la jaula), varios trabajos 
han estudiado su efecto dentro de los efectos générales del EA, si bien no parece tener 
un papel decisive entre éstos. Mas bien parece que es la interacciôn de estas variables 
(ejercicio, interacciones sociales y ambiente fisico) la que détermina los efectos del EA 
(van Praag et al, 2000).
Algunos autores han propuesto que la introducciôn de las condiciones de EA en los 
grupos control podria incrementar la variabilidad de las medidas y, por tanto, afectar a 
la precision y reproducibilidad de los resultados (Benefiel et al, 2005). Por este motivo, 
Wolfer et al (2004) llevaron a cabo un estudio en el que en très laboratories distintos se
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realizaron diversas pruebas conductuales a animales mantenidos en condiciones 
estandar y de EA y analizaron si la variabilidad de estos dos grupos era diferente en esos 
parâmetros conductuales. La principal conclusion del trabajo es que el EA no 
incrementa la variabilidad de los resultados, lo que indica que el EA no incrementa el 
riego de encontrar resultados contradictorios entre laboratorios. Por tanto, este trabajo 
sugiere que las discrepancias observadas en los resultados de los laboratorios que 
trabajan con el modelo de EA no parecen deberse al modelo en si, aunque en el estudio 
se controlan ciertas variables como el tipo de caja, la duraciôn del EA y los objetos 
empleados, asi como el periodo de recambio de los objetos y de reorganizaciôn de la 
jaula, que si pueden influir en la variabilidad de los resultados.
Existe la posibilidad de que ciertas variables sean mas sensibles a pequenos cambios 
ambientaies (y por tanto, al protocolo de EA empleado) que otras. Asi, tomando como 
ejemplo la actividad del eje hipotalamo-hipôfisis-adrenal, se puede senalar que mientras 
algunos trabajos muestran que los niveles basales de CORT son mayores en los 
animales mantenidos en EA (Marashi et al, 2003;Moncek et al, 2004), otros sugieren 
que, o bien no son diferentes (Mlynarik et al, 2004), o incluso son menores en los 
animales mantenidos en EA (Belz et al, 2003). Se ha sugerido que estas discrepancias 
son debidas a los diferentes protocoles de EA empleados (Fox et al, 2006). De hecho, 
los distintos trabajos que emplean el EA como modelo muestran unos niveles de 
estandarizaciôn bajos (ver Tabla 1).
Pero, ^es deseable la estandarizaciôn? Si bien esta asegura una mayor precisiôn y 
reproducibilidad de los resultados, algo deseable en la prâctica cientifica, puede ocurrir 
que éstos terminen siendo idiosincrâticos con respecto a la metodologia empleada o al 
laboratorio del que procedan (Würbel 2002). Asi, Würbel propone, por ejemplo, 
emplear distintas cepas de animales en el mismo estudio o permitir cierta variabilidad 
controlada en las condiciones de los experimentos, pues de ese modo los resultados 
obtenidos serân mas robustos, aunque se obtengan a costa de cierta precisiôn en los 
resultados. En el trabajo de Wolfer et al (2004), aunque se observô un cierto efecto 
estadistico del laboratorio y la cepa de los animales sobre los resultados, este efecto fiie 
mas cuantitativo que cualitativo, puesto que la direcciôn de los efectos del EA sobre las 
diversas variables no se vio modificada. Estos resultados apoyan la robustez de los 
efectos observados. Por tanto, la estandarizaciôn es deseable hasta el punto en el que
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permita la reproducibilidad de resultados, pero sin caer en la idiosincrasia de los 
mismos. Pero, por otro lado, la variabilidad en la metodologia de los trabajos puede 
contribuir a la robustez de los resultados, aun a costa de cierta precision en los mismos. 
Un ejemplo lo podemos encontrar en la respuesta a estrés de los animales mantenidos 
en condiciones de EA. Asi, mientras que hay cierta discusiôn con respecto a los niveles 
basales de CORT en los animales mantenidos en EA con respeto a sus contrôles, parece 
haber un consenso acerca de que los animales mantenidos en EA muestran una 
respuesta del eje hipotalamo-hipôfisis-adrenal atenuada con respecto a sus contrôles, 
sean éstos aislados o en condiciones estandar (Belz et al, 2003;Moncek et al, 
2004;Benaroya-Milshtein et al, 2004;Mlynarik et al, 2004;Fox et al, 2006;Pena et al, 
2009) (ver Tabla 2).
En la présente Tesis Doctoral las condiciones de mantenimiento de los animales fueron 
establecidas en base a bibliografia previa. La estandarizaciôn de las condiciones de EA 
consistiô en emplear jaulas de grandes dimensiones (120x100x60cm), en las que se 
cambiaron los objetos y la disposiciôn de las tuberias présentes en la jaula de forma 
semanal, sin patrones determinados ni un numéro de objetos concreto. El numéro de 
animales por jaula fue siempre de entre 10 y 12 animales.
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Autores Especie Cepa A/C Edad Tde EA Cent Efecto
Belz et al. (2003) Rata SD 1 2m - A i
Sztainberg et al. (2010) Raton C57BL 12 Im Im A/E i
Benaroya-Milhstein et al. 
(2004)
Raton 10 Im 1.5m E(10) î
Marashi et al. (2003) Raton 4 22d 2m E/EA î
Moncek et al. (2004) Rata W 10 - 40d E î
Falkenberg y cols., (1992) Rata SD 2m Im A
Mlynarik et al. (2004) Rata W 10 2m Im E =
Pena et al., (2009) Rata SD 12/14 21d 3m E
Tabla 1. Efecto de diferentes protocoles expérimentales empleando el modelo de EA sobre los niveles 
plasmâticos basales de CORT. Abreviaturas: A/C: animales por jaula; T de EA: tiempo de EA; Cont: 
grupo control empleado; A: aislamiento; E: estândar;
Autores Especie Cepa A/J Edad Tde EA Cont Efecto
Belz et al. (2003) Rata SD 1 2m - A = (tend)
Benaroya-Milhstein et al. 
(2004)
Raton 10 Im 1.5m E
(10)
i
Moncek et al. (2004) Rata W 10 - 40d E i
Mlynarik et al. (2004) Rata W 10 2m Im E i
Pena et al., (2009) Rata SD 12/14 21d 3m E i
Sztainberg et al., (2010) Raton C57BL 12 Im Im A/E i
Tabla 2. Efecto de diferentes protocoles expérimentales empleando el modelo de EA sobre la liberaciôn 
de CORT en respuesta a estrés. Abreviaturas: A/C: animales por Jaula; T de EA: tiempo de EA; Cont: 
grupo control empleado; A: aislamiento; E: estândar; tend: tendencia.
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2.3. Relevancia del modelo de EA en humanos.
El EA, como se ha mencionado anteriormente, es un modelo animal que permite 
estudiar los procesos de plasticidad del cerebro (Mora et a l, 2008). Un conocimiento 
adecuado de estos procesos podria permitir su aplicaciôn para fines tan diverses como la 
recuperaciôn de facultades perdidas tras una isquemia, la ralentizaciôn en el progreso de 
enfermedades neurodegenerativas, o la atenuaciôn de los déficits cognitivos asociados a 
la edad. Se han realizado a este respecto diverses trabajos prometedores con modelos 
animales (Li y Tang 2005;Mora et al, 2007;Petrosini et al, 2009;Nithianantharajah y 
Hannan 2009). La cuestiôn mas importante acerca de este modelo es su aplicabilidad al 
modelo humane.
En el ser humane ha side ampliamente descrito, en términos générales, un declinar 
cognitivo con la edad, que se manifiesta en déficits en memoria de trabajo, en memoria 
episôdica, en habilidades lingüisticas o en velocidad de procesamiento de informaciôn 
(Kramer et al, 2004;Mahncke et al, 2006;Wilson et al, 2002;Stem 2009). Sin 
embargo, la apariciôn y progresiôn de estos déficits asociados a la edad es variable en la 
poblaciôn (Yaffe et al, 2009). Se ha observado que incluso hasta un 25% de los 
individuos diagnosticados post-mortem como enfermos de Alzheimer, no mostraron una 
historia clinica con deterioro cognitivo (Stem 2009). Por tanto, esta variabilidad 
individual en la apariciôn de sintomas cognitivos o incluso de demencias, ha llevado a 
diverses investigadores a estudiar cuales son los factores que podrian predecir la 
apariciôn de estos sintomas.
Entre los factores que pueden predecir, al menos en parte, la apariciôn de déficits 
cognitivos asociados a la edad, o incluso la apariciôn de demencias se encuentran 
algunos de origen genético y otros de origen ambiental, si bien hoy se piensa que no son 
componentes separados entre si, sino que es la relaciôn entre ambos la que détermina la 
apariciôn de las patologias asociadas al envejecimiento (Mora, 2000). Entre los factores 
de origen genético se han propuesto la presencia del alelo apoE4, un historial familiar 
de demencias o el sexo del individuo (Anstey y Chistensen 2000;Yaffe et al, 2009). 
Pero los factores que mas interés han suscitado entre los investigadores son los de 
origen ambiental, dado que éstos, en caso de conocerse, podrian modificarse mas 
fâcilmente que los de origen genético. Entre los factores de origen ambiental se
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encuentran el nivel de estudios, el tipo de actividades cognitivas realizadas durante el 
tiempo de ocio, la demanda cognitiva que requiera el trabajo desempenado a lo largo de 
la vida o el ejercicio fisico (Anstey y Chistensen 2000;Wilson et al, 2002;Yaffe et al, 
2009).
Basados en estos datos, se han disefiado diferentes protocolos de entrenamiento 
cognitivo en humanos con el fin de atenuar o incluso revertir los déficits cognitivos 
asociados a la edad (Milgram et al, 2006). Sin embargo, la eficacia de estos métodos de 
entrenamiento cognitivo es, de momento, reducida. En general, estos entrenamientos 
suelen mejorar capacidades de forma especffica, es decir, producen mejoras en aquellas 
tareas que se entrenan pero no en las no entrenadas, y sus efectos son poco mantenidos 
en el tiempo (Ganz 2005;Mahncke et al, 2006;Milgram et al, 2006). Algunos autores 
estân tratando de modificar estos entrenamientos orientândolos hacia tareas que no se 
dirijan directamente a capacidades cognitivas superiores, sino a procesos mas simples 
que también se ven afectados por el envejecimiento, como el procesamiento sensorial, 
que podrian afectar a su vez a las tareas cognitivas superiores (Mahncke et al, 2006). 
Algunos autores consideran, sin embargo, que alcanzar un método de entrenamiento 
cognitivo efectivo no es posible, pues es necesario establecer un balance entre los 
condicionantes genéticos y los ambientaies (Ganz 2005). Por este motivo, los trabajos 
que emplean el modelo de EA en animales estân prestando cada vez mâs atenciôn a los 
mecanismos epigenéticos que pueden modular las condiciones ambientaies y que 
podrian estar involucrados incluso en procesos cognitivos como la memoria y el 
aprendizaje (Fischer et al, 2007;Kuzumaki et al, 2010).
El papel protector de los factores ambientaies mencionados (y posiblemente otros aun 
no conocidos) sobre los cambios que acontecen en el cerebro con el envejecimiento se 
han explicado empleando la hipotesis de la réserva cognitiva. Esta hipôtesis propone 
que existen diferencias individuates en los procesos cognitivos o en las redes neurales 
que subyacen a la realizaciôn de ciertas tareas cognitivas y que permiten a ciertos 
individuos hacer fiente de una forma mâs eficaz a un dafio cerebral (Stem 2009). Los 
factores que constituyen el origen de esa variabilidad serf an genéticos o ambientaies. Lo 
interesante es que, segùn esta hipôtesis, los individuos con altos niveles de educaciôn o 
que han realizado tareas con alta demanda cognitiva a lo largo de su vida se adaptarian 
mejor a una situaciôn grave como una lesiôn cerebral, y no presentarian déficits que si
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presentarian personas que no han tenido esas experiencias a lo largo de su vida (Kramer 
et al, 2004;Stem 2009). Es decir, los cambios producidos por la experiencia en el 
cerebro pueden ser anatômicos (por ejemplo, incremento del numéro de conexiones) o 
funcionales (reorganizaciôn de circuitos). Hay evidencias multiples y diferentes que 
indican que la experiencia modifica la estmctura y füncionalidad del cerebro humano. 
Un trabajo ya clâsico mostraba que el numéro de dendritas en el ârea Wemicke era 
mayor en aquellas personas que presentaban mayores niveles de educaciôn (Jacobs et 
al, 1993). Otro trabajo también muy citado mostraba que los taxistas de la ciudad de 
Londres presentan un hipocampo mâs desarrollado de lo normal debido a que tienen 
que elaborar mapas mentales y recordar un gran numéro de calles para llevar a cabo 
eficazmente su trabajo y, de hecho, ese volumen se incrementa de forma lineal con los 
meses de experiencia del taxista (Maguire et al, 2000). También se han visto cambios 
de actividad en la corteza auditiva y motora en respuesta al entrenamiento musical 
(Zatorre et al, 2007), o en diversas regiones de cerebro en respuesta a la prâctica de un 
videojuego (Haier et al, 1992). Con respecto al envejecimiento se ha mostrado, tanto en 
modelos animales como en humanos, que el cerebro aun mantiene cierta plasticidad 
(Kramer et al, 2004). Por ejemplo, se ha mostrado que un entrenamiento especifico 
durante cinco semanas en personas de mâs de 60 anos mediante el método de los loci 
(asociar objetos o palabras con lugares de forma mental) produce cambios en la 
neuroquimica del hipocampo (Valenzuela et al, 2003). Otro trabajo, en el que los 
individuos debian realizar una tarea dual mostrô un incremento en la activaciôn 
asimétrica de sus lôbulos frontales que se correlacionaba con una mejor realizaciôn de 
la tarea (Erickson et al, 2007).
Existen, sin embargo, algunos problemas relacionados con la interpretaciôn de los 
resultados en los trabajos que relacionan ciertos factores ambientaies con un riesgo 
reducido de padecer déficits cognitivos asociados a la edad. Por ejemplo, se ha sugerido 
que el efecto del nivel de educaciôn sobre el riesgo de padecer Alzheimer podia ser 
explicado por las actividades realizadas durante el tiempo de ocio (Wilson et al, 2002). 
Los autores sugieren que aquellas personas con niveles de educaciôn mâs altos dedican 
generalmente mâs tiempo a actividades de ocio que requieren una demanda cognitiva 
alta. Otro problema en estos trabajos, difïcilmente evitable, consiste en separar los 
efectos genéticos de los ambientaies. Asi, el efecto protector del nivel de educaciôn 
sobre el riesgo de padecer demencias o sobre un declinar cognitivo temprano, podria ser
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explicado por una mayor capacidad cognitiva de esos individuos que consecuentemente 
les permitiria alcanzar mayores niveles de educaciôn. En relaciôn con esta idea, se ha 
mostrado que el cociente intelectual a los 11 anos de edad podria predecir la apariciôn 
de demencias tardias (Whalley et al, 2000). Abundando en esta idea, Sarter y Bruno 
(Sarter y Bruno 2004) proponen que la presencia de limitaciones cognitivas tempranas 
originadas, segùn ellos, por fallos en la maduraciôn del sistema colinérgico, son un 
mejor predictor de la apariciôn de enfermedad de Alzheimer, que el nivel de educaciôn 
o las actividades cognitivas desarrolladas a lo largo de la vida. Por otro lado, algunos 
autores han mostrado que los efectos de la educaciôn o de las actividades cognitivas se 
producen sobre la inteligencia cristalizada (la que depende de experiencia, como fluidez 
verbal o conocimientos générales), pero apenas tendrian efecto sobre la inteligencia 
fluida (que depende mâs de la herencia, como la velocidad de respuesta) (Anstey y 
Chistensen 2000;Milgram et al, 2006)..
2.4.E1 efecto del envejecimiento en la respuesta a estrés en el ser humano.
Con respecto a los cambios en la respuesta a estrés del eje HHA con el envejecimiento, 
los resultados en humanos aun no son concluyentes. Si bien el modelo que propone la 
“hipôtesis de la cascada de glucocorticoides” (Sapolsky et al, 1986) asume que existe 
un incremento en los niveles basales de cortisol en los individuos envejecidos, asi como 
una recuperaciôn retrasada de los mismos tras una situaciôn de estrés, los resultados de 
diverses trabajos podrian no apoyar esta idea. En general, por ejemplo, no suele 
observarse un incremento con el envejecimiento de los niveles basales de cortisol en 
humanos (Kudielka et al, 2000;Wolf 2003;0tte et al, 2005; Conrad, 2008). Sin 
embargo, un trabajo ha sugerido que podrian existir très subpoblaciones, de modo que 
una de ellas mostraria incrementos de niveles basales de cortisol con el envejecimiento, 
otra en la que éstos apenas se verian modificados y otra en la que descenderian (Lupien 
et al, 1998). Este mismo trabajo muestra, ademâs, que aquellos individuos en los que se 
incrementan los niveles basales de cortisol con la edad presentan un hipocampo atrôfico 
y déficits en una tarea relacionada con su funciôn, lo que si apoyaria, al menos en parte, 
lo propuesto por la hipôtesis de la “cascada de glucocorticoides”. Por otro lado, si bien 
algunos trabajos han mostrado que los individuos envejecidos muestran una mayor 
respuesta de cortisol a estimulos tanto fisiolôgicos como farmacolôgicos (Otte et al, 
2005), otros trabajos mâs centrados en la respuesta a estrés muestran que no hay
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cambios en la respuesta de cortisol a estrés con el envejecimiento (Kudielka et al, 
2000;Wolf et al, 2002). Algunos trabajos sugieren, sin embargo, que el incremento de 
cortisol, aun siendo el mismo en individuos jôvenes y viejos, podria ejercer efectos 
diferentes sobre la memoria en unos y otros (Kukolja et al, 2008).
Podria pensarse que los resultados observados en humanos no son tan homogéneos 
como en roedores, aun cuando no haya una diferencia marcada entre ellos. De hecho, se 
ha mostrado que aquellas ratas viejas que presentan déficits en memoria espacial 
presentan a su vez una recuperaciôn retrasada de los niveles de CORT en respuesta a 
estrés, mientras que aquellas ratas que no presentan esos déficits en memoria espacial 
presentan una dinâmica de CORT en respuesta a estrés similar a la de animales jôvenes 
(Issa et al, 1990). Ademâs, muchos de los resultados clâsicos en este campo se llevaron 
a cabo con una misma cepa de ratas, que se ha mostrado que difiere de otras cepas que 
se han empleado posteriormente (Segar et al, 2009), por lo que aun podrian ajustarse 
mâs los modelos para encontrar uno mâs similar al del ser humano. Una cuestiôn que si 
podria plantear mâs dificultades es el hecho de que los receptores de glucocorticoides, 
que estân expresados en alta densidad en el hipocampo de roedores, parecen, en 
comparaciôn, presentar menores niveles en humanos, mientras que se expresan en 
mayor densidad en la CPF. De hecho, en humanos, la memoria de trabajo parece ser 
mâs sensible a los glucocorticoides que la memoria episôdica, algo que no es tan 
acusado en roedores (Lupien et al, 2007). Por otro lado, existen condicionantes de la 
respuesta a estrés que cobran una mayor relevancia en humanos que en roedores. Asi, 
se han mostrado importantes efectos de la jerarquia sobre la respuesta a estrés. Este 
efecto se ha mostrado tanto en primates (Sapolsky 2005) como en humanos 
(Hellhammer et al, 1997). Sin embargo, los mecanismos celulares de los 
glucocorticoides no difieren entre roedores y humanos, por lo que el empleo del roedor 
como modelo para estudiar los efectos del envejecimiento sobre la actividad del eje 
HHA parece plenamente justificado.
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ACERCA DE LOS RESULTADOS.
Los resultados de la présente Tesis Doctoral muestran que, a nivel neuroquimico el 
envejecimiento reduce la respuesta a estrés del sistema dopaminérgico pero no la del 
colinérgico en la CPF. A nivel conductual, el envejecimiento reduce la actividad motora 
en un ambiente novedoso y produce déficits tanto en el aprendizaje como en la 
realizaciôn de una prueba de memoria de trabajo. Por otra parte, el envejecimiento no 
modifica la concentraciôn de CORT libre tanto en la CPF como en el hipocampo en 
respuesta a estrés.
El EA no modifica los efectos del envejecimiento sobre los parâmetros estudiados, pero 
si reduce la respuesta a estrés de los sistemas dopaminérgico y colinérgico en la CPF, 
asi como la actividad motora en un ambiente novedoso. Ademâs, el EA reduce la 
concentraciôn de CORT libre en respuesta a estrés en la CPF de animales jôvenes.
1.Envejecimiento, enriquecimiento ambiental y liberaciôn de dopamina en la 
corteza prefrontal.
Como se muestra en la Figura 1, el estrés incrementô la concentraciôn extracelular de 
dopamina en la CPF. Este mismo resultado ha sido mostrado por varios grupos de 
investigaciôn empleando diferentes estimulos como agentes estresantes (Thierry et al, 
1976;Abercrombie et al, 1989;Finlay et al, 1995;Feenstra et al, 1995;Del Arco y 
Mora 200la;Sullivan y Gratton 2002). Se ha sugerido que el incremento de dopamina 
producido por estrés en la CPF es debido a la activaciôn de las neuronas 
dopaminérgicas que se encuentran en el ârea tegmental ventral y que conforman la via 
mesocortical (Thierry et al, 1976;Deutch y Roth 1990). Aunque la funciôn de estos 
incrementos de dopamina en la CPF en respuesta a estrés no estâ todavia totalmente 
defmida, se ha sugerido que podrian estar relacionados con una atenciôn y vigilancia 
incrementadas (Deutch y Roth 1990), con la ansiedad (Finlay et al, 1995), o con la 
integraciôn de respuestas emocionales y fisiolôgicas ante situaciones estresantes 
(Sullivan y Gratton 1998), funciones todas ellas muy relacionadas entre si. En un 
intento por aunar estas funciones en un esquema interpretative, Hains y Amsten (2008) 
proponen que los incrementos de dopamina en la CPF en respuesta a estrés inhibirian 
las eferencias de la CPF, especialmente las que proyectan sobre la amigdala. En tanto
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que estas proyecciones prefronto-amigdalinas presentan un papel inhibidor, se ha 
sugerido que el incremento en la actividad dopaminérgica en la CPF bloquearia esta 
inhibiciôn permitiendo, por tanto, la activaciôn de la amigala. Esta activaciôn de la 
amigdala permitiria la expresiôn de respuestas mâs innatas que implican el desarrollo de 
conductas de adaptaciôn a la situaciôn de estrés como la huida o el miedo.
El envejecimiento redujo la liberaciôn de dopamina en respuesta a estrés en la CPF. 
Este resultado ya se habia mostrado en un trabajo previo (Del Arco et al, 2001a). 
También se ha mostrado, mediante microdiâlsis, una menor liberaciôn de dopamina en 
la CPF de ratas viejas en respuesta a altas concentraciones de potasio en el LCRs 
(Segovia et al, 2008;Mizoguchi et al, 2009b). Ademâs, se ha descrito una menor 
densidad de fibras dopaminérgicas en la CPF tanto de ratas como de gerbos envejecidos 
(Brummelte y Teuchert-Noodt 2007;Mizoguchi et al, 2009b). Estas evidencias 
apoyarian la idea de una liberaciôn reducida de dopamina en respuesta a estrés en la 
CPF, ya fuese ésta producida por una menor densidad de terminaciones nerviosas en 
esta ârea cerebral, o por una menor reactividad de las mismas al estimulo estresante. 
Esta menor respuesta del sistema dopaminérgico mesocortical en los animales 
envejecidos podria indicar un declive en funciones relacionadas con la CPF que 
dependan de niveles ôptimos de dopamina en ésta, como la memoria de trabajo. De 
hecho, como se muestra en la Tabla 6, los animales viejos mostraron déficits en la 
memoria de trabajo al compararlos con los animales jôvenes. Sin embargo, aunque el 
sistema dopaminérgico mesocortical présenta alteraciones en su funciôn, no se puede 
hablar de una pérdida de neuronas dopaminérgicas en el ârea tegmental ventral, ya que 
ni el numéro de neuronas marcadas para tirosina hidroxilasa, ni la actividad de esta 
enzima se ven modificadas con la edad (Emerich et al, 1993;Martin et al, 
2008;Mizoguchi et al, 2009b). Esto ultimo apoyaria el hecho de que el envejecimiento 
no modifique los niveles basales de dopamina en la CPF (ver Tabla 1). Estos resultados 
estân de acuerdo con otros trabajos previos que muestran que la concentraciôn basai de 
dopamina en la CPF o en la corteza frontal no se ve modificada en animales envejecidos 
(Goudsmit et al, 1990;Godeffoy et al, 199T,Tanila et al, 1994;Miguez et al, 1999). 
Otros trabajos, sin embargo, han mostrado una caida en estos niveles con la edad (Luine 
et al, 1990;Del Arco et al, 2001a;Miura et al, 2002). Diferentes metodologias, cepa de 
los animales o edades de los grupos escogidos podrian explicar estas discrepancias en 
los resultados. En resumen, los resultados muestran que el envejecimiento reduce la
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capacidad del sistema dopaminérgico mesocortical para responder a una situaciôn de 
estrés, pero no modifica la liberaciôn basai del sistema.
El EA a lo largo de toda la vida del animal no modified la tendencia observada durante 
el envejecimiento sobre los incrementos de dopamina en respuesta a estrés. Estos 
resultados sugieren que el EA no atenùa la reducciôn que el envejecimiento produce 
sobre la actividad del sistema dopaminérgico mesocortical en respuesta a estrés. Sin 
embargo, los incrementos de dopamina producidos por estrés fueron menores en los 
animales mantenidos en EA que en los animales contrôles (ver Figura 2). Esta menor 
respuesta del sistema dopaminérgico mesocortical en los animales mantenidos en EA 
podria dar lugar a una mejor capacidad de estos animales para hacer ffente al estrés y, 
por tanto, en una atenuaciôn en sus respuestas relativas a la activaciôn del estado de 
alerta o a la ansiedad, en comparaciôn con los animales control. De hecho, se ha 
propuesto que una menor liberaciôn de dopamina en la CPF en respuesta a estrés podria 
tener que ver con la percepciôn de controlabilidad del mismo (Carlson et al, 
1993;Berridge et al, 1999;Bland et al, 2003). Por otro lado, el EA no modified la 
concentraciôn extracelular de dopamina en la CPF. Este resultado esta de acuerdo con 
otros que no mostraron cambios en el contenido de dopamina ni de sus metabolitos en la 
corteza frontal de ratones mantenidos en EA (Naka et al, 2002). Otros trabajos, sin 
embargo, han mostrado una menor densidad y funciôn del transportador de dopamina en 
la CPF de animales mantenidos en condiciones de EA (Zhu et al, 2004;Zhu et al,
2005), lo que sugerirfa mayores niveles de dopamina en el espacio extracelular de esta 
ârea cerebral. Sin embargo, en estos trabajos no se evaluô la concentraciôn de dopamina 
en la CPF, y ademâs no se conoce el nivel de actividad de la enzima MAO en los 
animales mantenidos en EA en la CPF, que podria compensar la menor densidad de 
transportadores observada en estos animales.
Una hipôtesis para explicar las diferencias observadas en el incremento de dopamina en 
respuesta a estrés en la CPF entre animales mantenidos en EA y contrôles podrian venir 
dada, por las conexiones reciprocas de la CPF sobre el ârea tegmental ventral, que 
sinapsarian sobre neuronas GABA de esta ârea (Sesack y Pickel 1992;Carr y Sesack 
2000). Una mayor actividad de la CPF en respuesta a estrés en los animales mantenidos 
en EA daria lugar a una mayor inhibiciôn sobre el ârea tegmental ventral, que 
conllevaria menores incrementos de dopamina en la CPF en los animales mantenidos en
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EA. De hecho, se ha mostrado que mayores niveles de activaciôn de la CPF dan lugar a 
menores respuestas de los sistemas dopaminérgico y serotoninérgico en la CPF en 
respuesta a estrés (Bland et al., 2003;Amat et al., 2005;Maier et al., 2006;Stalnaker et 
al., 2009) (para una discusiôn mâs detallada ver las Consideraciones finales acerca de 
los efectos del EA sobre la respuesta a estrés).
l.Envejecimiento, enriquecimiento ambiental y liberaciôn de acetilcolina en la 
corteza prefrontal.
El estrés incrementô de forma significativa los niveles de acetilcolina en la CPF en los 
animales de todas las edades estudiadas (Figura 3). Trabajos previos empleando la 
técnica de microdiâlisis han mostrado un incremento de los niveles de acetilcolina en 
respuesta a distintos tipos de estrés en la CPF (Rosenblad y Nilsson 1993;Mark et al., 
1996;Dazzi et ai, 2001b;Laplante et al., 2004), corteza frontal (Thiel et al, 1998) y 
âreas relacionadas con éstas, como el hipocampo (Imperato et al, 1989;Imperato et al, 
1991;Mark et al, 1996;Acquas et al, 1996;Giovannini et al, 1998) o el nùcleo 
accumbens (Thiel et al, 1998).La presentaciôn de un objeto novedoso o de diferentes 
estimulos sensoriales también incrementan la liberaciôn de acetilcolina en el hipocampo 
(Inglis y Fibiger 1995;Acquas et al, 1996). Se ha sugerido que los incrementos de 
acetilcolina en la CPF en respuesta a estrés se deben principalmente a la activaciôn de 
neuronas colinérgicas présentes en el nùcleo basai magnocelular (Kurosawa et al, 
1989a;Rosenblad y Nilsson 1993;Jacobson et al, 2008). Estos incrementos podrian 
tener que ver con funciones relacionadas entre si, como son la modulaciôn de la 
atenciôn selectiva (Dalley et al, 2004;Sarter et al, 2005) o la respuesta de activaciôn 
{arousal) ante la presentaciôn de ambientes y estimulos novedosos (Inglis y Fibiger 
1995;Mark et al, 1996;Acquas et al, 1996;Thiel et al, 1998;Thiel et al, 1999).
El envejecimiento no modified los incrementos de acetilcolina producidos por estrés en 
la CPF (Figura 4). Fischer et al., (1991) obtuvieron resultados similares en el 
hipocampo. Ademâs, otros trabajos han mostrado que la liberaciôn de acetilcolina en 
varias âreas cerebrales en respuesta a diversos estimulos farmacolôgicos, eléctricos o 
ambientaies no es modificada por el envejecimiento (Kurosawa et al, 1989b;Fischer et 
al, 1991;Moore et al, 1992;Moore et al, 1996;Herzog et al, 2003). Estos resultados
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sugieren, por tanto, que el envejecimiento no modifica la capacidad del sistema 
colinérgico para responder a estimulos estresantes.
Los resultados obtenidos son interesantes en el contexto de la “hipôtesis colinérgica” 
(Bartus et al, 1982), que hacia suponer una disfunciôn en el sistema colinérgico en los 
animales viejos. Esta disfunciôn no se ve reflejada en la liberaciôn de acetilcolina 
inducida por estimulos de diversa naturaleza, como se ha mencionado mâs arriba. De 
hecho, existen evidencias expérimentales que sugieren que el numéro de neuronas 
colinérgicas no se ve reducido de forma importante durante el envejecimiento (Decker 
1987;Sarter y Bruno 1998), lo que apoyaria el hecho de que la liberaciôn estimulada de 
acetilcolina por estrés no varie significativamente con la edad. Sin embargo, no se 
puede descartar que exista algùn cambio en la actividad del sistema colinérgico que 
pueda explicar, al menos en parte, los déficits cognitivos asociados a la edad. En primer 
lugar, los menores niveles basales de acetilcolina observados en los animales viejos en 
el présente trabajo podrian explicar en parte esos déficits. Asi, el envejecimiento redujo 
las concentraciones basales de acetilcolina en la CPF (Tabla 2). Un trabajo previo 
mostrô este mismo resultado (Segovia y Mora 2005), si bien otros resultados no 
muestran diferencias entre animales jôvenes y viejos en este parâmetro en corteza 
frontal (Moore et al, 1996) o frontoparietal (Moore et al, 1992;Herzog et al, 2003). En 
segundo lugar, diversos trabajos han mostrado algunos resultados que estarian en linea 
con los obtenidos en la présente Tesis Doctoral, como son una reducciôn en la densidad 
de receptores muscarinicos, o de células marcadas para colina-acetil-transferasa (Strong 
et al, 1986;Decker 1987;Fischer et al, 1992;Bartus 2000;Stemmelin et al, 2000). Estos 
resultados sugieren que los efectos de la acetilcolina, tanto a nivel pre- como 
postsinâptico podrian estar comprometidos, estando de ese modo alterada la 
fimcionalidad de los circuitos en los que interviene la transmisiôn colinérgica. Por 
ultimo, se ha mostrado que el envejecimiento reduce la liberaciôn de acetilcolina en la 
corteza frontal producida por altas concentraciones de potasio y calcio en el LCRs 
(Moore et al, 1996;Herzog et al, 2003), si bien se ha sugerido que esta respuesta 
reducida no séria debida a una menor capacidad de liberaciôn de las terminaciones 
colinérgicas en los animales viejos, sino a posibles cambios en otros sistemas de 
neurotransmisiôn (Moore et al, 1996).
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El EA no modifîcô el patron de incrementos de acetilcolina en respuesta a estrés en la 
CPF producido a lo largo del envejecimiento. Esto sugiere que el EA no modifica la 
tendencia observada durante el envejecimiento sobre esta respuesta. Sin embargo, el 
EA, redujo de forma significativa los incrementos de acetilcolina producidos por estrés 
en la CPF, de modo que los animales de 15 y 24 meses mantenidos en condiciones de 
EA mostraron menores incrementos de acetilcolina, y se observé una tendencia no 
significativa en el caso de los animales de 6 meses (Figura 4). No habia hasta el 
momento trabajos que hubiesen estudiado el efecto del EA sobre la respuesta 
colinérgica a estrés en la CPF. Las implicaciones funcionales que puede tener una 
menor actividad colinérgica en respuesta al estrés podrian tener relaciôn con los 
procesos atencionales y de activaciôn de los animales en respuesta al estimulo estresante 
(Acquas et al, 1996;Robbins 1997;Sarter y Bruno 2000;Sarter et al, 2005). Es posible 
que el estimulo estresante conlleve una menor demanda de atenciôn en los animales 
mantenidos en condiciones de EA y que estân mâs acostumbrados a hacer ffente a 
breves episodios de estrés debido a la mayor interacciôn social o a los cambios 
ffecuentes en su ambiente (Fox et al, 2006). En contraste con esta menor liberaciôn de 
acetilcolina en respuesta a estrés, el EA no modifîcô los niveles basales de acetilcolina 
en la CPF. Otros trabajos han evaluado los niveles de las enzimas acetilcolinesterasa y 
colina-acetil-transferasa, pero los resultados muestran ciertas discrepancias. Asi, 
algunos trabajos han mostrado que el EA incrementa (Rosenzweig y Bennett 1996) la 
expresiôn y actividad de estas enzimas, otros trabajos han mostrado que estos efectos 
sôlo se alcanzan tras un entrenamiento cognitivo de las ratas (Park et al, 1992), o que 
éstos ni siquiera se obtienen con el entrenamiento (Myhrer et al, 1992). En conjunto, 
estos datos sugieren que el EA no modifica de actividad basai del sistema colinérgico en 
la CPF.
Hasta la fecha, no estân claros todavia cuâles son los mecanismos que modulan la 
actividad del sistema colinérgico en la CPF. Una posible explicaciôn para la menor 
liberaciôn de acetilcolina en respuesta a estrés de los animales mantenidos en EA, 
podria tener que ver con la interacciôn entre dopamina y acetilcolina que se establece en 
la CPF. Asi, la inyecciôn sistémica de agonistas dopaminérgicos produce incrementos 
de acetilcolina en la CPF (Steele et al, 1997;Day et al, 1997;Nelson et al, 2000). 
Ademâs, en un trabajo previo se ha mostrado que la perfusiôn local en la CPF de 
SKF38393 (agonista de los receptores D1 de dopamina) produce una menor liberaciôn
148
__________________________________________________________________________ Discusiôn
de acetilcolina en esta misma ârea cerebral en animales de 6 meses mantenidos en EA 
que en condiciones control (Del Arco et al, 2007a). Ademâs en ese mismo trabajo se ha 
mostrado que la densidad de receptores D1 es menor en la CPF de animales mantenidos 
en EA. Dado que el estrés incrementa la concentraciôn de dopamina en la CPF, tanto de 
animales mantenidos en EA como contrôles, es posible que la menor liberaciôn de 
acetilcolina producida por estrés en los primeros fuese debida, al menos en parte, a la 
menor densidad de receptores D1 présentes en la CPF. Existen datos, sin embargo, en 
contra de esta hipôtesis. Por ejemplo, en un trabajo en nuestro laboratorio no hemos 
observado esta diferencia en la liberaciôn de acetilcolina en la CPF en respuesta a la 
perfiisiôn de SKF38393 en animales de 15 y 24 meses de edad, mientras que la 
liberaciôn de dopamina si que era diferente en respuesta a estrés (datos no publicados). 
Ademâs, Laplante et al., (2004) estudiaron esta hipôtesis especificamente y observaron 
que la perfusiôn en la CPF de un antagonista de los receptores D1 de dopamina no 
modifica los incrementos de acetilcolina producidos por estrés en esta misma ârea, algo 
que hemos reproducido recientemente en nuestro laboratorio (articulo en preparaciôn).
Por ultimo, al igual que en el caso de la dopamina, otra hipôtesis altemativa para 
explicar los resultados obtenidos en el présente trabajo podria residir en una diferencia 
en la actividad de la CPF y su posible papel inhibidor sobre la actividad de las neuronas 
colinérgicas del nùcleo basai magnocelular, mediante conexiones reciprocas que 
sinapsarian sobre neuronas GABA situadas en esa misma ârea cerebral. La diferencia en 
la magnitud de la actividad de la CPF vendria determinada por la distinta percepciôn del 
estrés de los animales mantenidos en EA ffente a los mantenidos en condiciones 
control. Esta hipôtesis se desarrolla de forma pormenorizada y conjuntamente con los 
datos obtenidos para la dopamina en las Consideraciones finales acerca de los efectos 
del EA sobre la respuesta a estrés).
3.Envejecimiento, enriquecimiento ambiental y concentraciones extracelulares de 
glutamato en la corteza prefrontal.
El estrés no modifîcô de forma signifîcativa la concentraciôn extracelular de glutamato 
en la CPF en ninguno de los grupos expérimentales (Figura 5). Estos resultados se 
corresponden con otros trabajos anteriores (Timmerman et al, 1999;Del Arco y Mora 
2001b). Sin embargo, otros trabajos han mostrado que el estrés incrementa la
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concentraciôn extracelular de glutamato en la CPF y el hipocampo (Moghaddam 
1993;Bagley y Moghaddam 1997). Las diferencias entre los resultados mostrados en el 
présente trabajo y los de esos otros grupos podrian explicarse por la diferente 
metodologia empleada, especialmente en lo referente al momento en el que se 
implantan las cânulas de microdiâlsis. En nuestro trabajo las cânulas se implantaron 6-7 
dias tras la cirugia, lo que permite que los animales se recuperen adecuadamente de ésta. 
En el caso de los trabajos del grupo de Moghaddam, los animales fueron sometidos a 
estrés 24 horas tras la cirugia, lo que podria alterar la respuesta del sistema 
glutamatérgico. Ahadido a ello la implantaciôn de la sonda de microdiâlisis un dia antes 
de llevar cabo el experimento podria dar lugar a un incremento de la gliogénesis que, 
pudiera, en parte, explicar las diferencias entre sus resultados y los obtenidos en el 
présente trabajo. Esto no significa que no haya cambios en la transmisiôn 
glutamatérgica en la respuesta a estrés en la CPF. Es posible, de hecho, que estos 
cambios en la transmisiôn sinâptica glutamatérgica no sean detectados por la cânula de 
microdiâlisis (Del Arco et al, 2003; ver Discusiôn de Métodos). Recientemente, sin 
embargo, un trabajo ha mostrado in vitro que el estrés no produce un incremento de la 
liberaciôn de glutamato en la CPF pero si daria lugar a cambios en las respuestas de los 
receptores AMP A y NMDA de glutamato en esta misma ârea cerebral, que serian 
mediados por CORT (Yuen et al, 2009).
Por otro lado, a pesar de que se han descrito algunos cambios producidos por el 
envejecimiento sobre la respuesta del sistema glutamatérgico a diversos estimulos 
despolarizantes en la CPF (Cobo et al, 1993;Segovia et al, 2001), en el présente 
trabajo no se han observado cambios con el envejecimiento en la respuesta a estrés de 
este sistema. Ademâs, el envejecimiento no modifîcô los niveles basales de glutamato 
en la CPF (Tabla 3). Diferentes trabajos han mostrado este mismo resultado tanto en la 
CPF (Cobo et al, 1993;Segovia y Mora 2005), como en el hipocampo (Segovia et al,
2006). Para una revisiôn amplia, consultar Segovia et al., 2001).
El envejecimiento no modifîcô la respuesta a estrés del sistema glutamatérgico en la 
CPF, y el EA no alterô este patrôn.
El EA tampoco modifîcô la concentraciôn extracelular basai de glutamato en la CPF 
(Tabla 3). Un trabajo previo mostrô que el EA incrementa los niveles basales de
150
__________________________________________________________________________Discusiôn
glutamato en animales viejos (Segovia et al, 2006), si bien estos experimentos fueron 
realizados en el hipocampo, por lo que su diferente estmctura anatômica y 
neuroquimica con respecto a la CPF podria dar lugar a las diferencias observadas entre 
ambas âreas cerebrales. Por otro lado, diferentes estudios han mostrado cambios en la 
expresiôn de receptores glutamatérgicos en el cerebro de animales mantenidos en EA 
(Gagné et al, 1998;Melendez et al, 2004;Mlynarik et al, 2004;Andin et al, 2007), si 
bien ninguno de ellos se ha centrado en los efectos del EA sobre estos parâmetros 
durante el envejecimiento. Estos cambios, sin embargo, se ha mostrado que podrian 
explicar algunos de los cambios conductuales que se observan en los animales 
mantenidos en EA, incluso aunque, como se muestra en el présente trabajo, no se 
detecten cambios en la liberaciôn de glutamato (Rampon et al, 2000a;Tang et al, 
2001).
4.Envejecimiento, enriquecimiento ambiental y actividad motora espontânea.
La actividad motora espontânea en un ambiente novedoso se ha sugerido que podria ser 
un indice de la reactividad del animal a una situaciôn de estrés (Igarashi y Takeshita 
1995;Thiel et al, 1999;Giovannini et al, 2001). Pero ademâs la actividad motora es un 
indice de exploraciôn, que da una idea de la habituaciôn del animal al ambiente 
novedoso al que ha sido expuesto (Zimmermann et al, 2001;Schildein et al, 
2002;Brenes et al, 2008), de modo que una exploraciôn mâs eficaz del ambiente daria 
lugar a una mâs râpida habituaciôn al mismo. El perfil temporal tipico de la actividad 
motora espontânea en un campo abierto de animales jôvenes es el que se muestra en la 
secciôn de resultados de la présente Tesis Doctoral. En todos los casos los animales 
comienzan desplegando unos niveles de actividad motora que decaen con el tiempo 
(habituaciôn) hasta estabilizarse (Figuras 6 y 8). Este fenômeno se observa tanto en la 
actividad motora horizontal como vertical.
El envejecimiento redujo la actividad motora espontânea en un ambiente novedoso 
(Figuras 7 y 9). Estos resultados han sido mostrados por muchos otros trabajos, en los 
que se sugiere que esta reducciôn de la actividad motora con la edad podria ser 
consecuencia de un proceso anâlogo a la bradiquinesia observada en humanos (Nyakas 
et al, 1992;Emerich et al, 1993;Huang et al, 1995;Crawford y Levine 1997;Hebert y 
Gerhardt 1997;Rowe et al, 1998; Shoji y Mizoguchi 2010). No se han estudiado con
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detalle, sin embargo, las causas de dicha caida de la actividad motora espontânea 
asociada al envejecimiento, aunque podria estar relacionada con cambios en la 
estmctura y neuroquimica del estriado, especialmente en el neurotransmisor dopamina 
(Emerich et al, 1993). Con relaciôn a la neuroquimica de la CPF, la transmisiôn 
colinérgica en esta ârea cerebral ha sido relacionada con la actividad motora. De hecho, 
el comportamiento exploratorio, ya sea en un campo abierto (Day et al, 
1991;Giovannini et al, 1998;Thiel et al, 1998) o ante la presentaciôn de un objeto 
novedoso (Giovannini et al, 1998;Degroot et al, 2004) se ha relacionado con un 
aumento de la concentraciôn extracelular de acetilcolina en la CPF, corteza frontal e 
hipocampo. Ademâs, algunos trabajos han mostrado una correlaciôn positiva entre los 
niveles de acetilcolina en la CPF y la actividad motora (Day et al, 1991;Mitsushima et 
al, 1996;Giovannini et al, 2001). Sin embargo, no parece que la concentraciôn de 
acetilcolina en la CPF pueda explicar los resultados obtenidos, puesto que, como se ha 
mostrado en este trabajo, mientras que el envejecimientote reduce la actividad motora 
en un ambiente novedoso, éste no modifica los incrementos de acetilcolina en respuesta 
a estrés en la CPF. Otra posibilidad para explicar estos resultados séria una diferente 
sensibilidad a los glucocorticoides. Se ha relacionado a los receptores de 
mineralocorticoides con la exploraciôn de un ambiente novedoso (Oitzl et al, 1994). 
Una reducciôn en la expresiôn de receptores de mineralocorticoides en el cerebro de los 
animales viejos podria explicar, al menos en parte, los menores niveles de actividad 
motora de éstos (Issa et al, 1990;Hassan et al, 1999;Hibberd et al, 2000). Por ultimo, 
otra hipôtesis propuesta, aunque mâs especulativa, es que la menor actividad motora de 
los animales reflejaria una menor motivaciôn por explorar los estimulos novedosos, lo 
que implicaria una alteraciôn en los circuitos limbicos con el envejecimiento (Salchner 
et al, 2004;Hunt et al, 2009).
El EA no modifîcô la tendencia negativa observada sobre la actividad motora durante el 
envejecimiento, lo que sugiere que los cambios que subyacen a estros déficits, ya sean 
de tipo muscular, o relacionados con ciertos parâmetros neuroqulmicos u hormonales, 
no se ven atenuados por el EA. Sin embargo, el EA redujo la actividad motora en un 
ambiente novedoso tanto en los animales de 6 como de 15 meses de edad. Diversos 
trabajos han mostrado este mismo resultado, aunque siempre en animales jôvenes 
(Varty et al, 2000;Zimmermann et al, 2001 ;Schrijver et al, 2002;Larsson et al, 
2002;Green et al, 2003;Elliott y Grunberg 2005;Brenes et al, 2008). Estas diferencias
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en la actividad motora total se deben, como puede observarse en las Figuras 6 y 8, a una 
habituaciôn mâs râpida de los animales mantenidos en EA que los animales control. Se 
ha sugerido que esta mâs râpida habituaciôn de los animales enriquecidos podria 
deberse a una mayor capacidad exploratoria proporcionada por sus condiciones de vida 
habituales, que permiten a estos animales mayores oportunidades para explorar el 
ambiente (luvone et al, 1996;Zimmermann et al, 2001;Larsson et al, 2002). Ademâs, 
otros trabajos han mostrado que el comportamiento exploratorio evaluado mediante una 
prueba de reconocimiento de objetos parece seguir el mismo patrôn que la actividad 
motora, de modo que los animales enriquecidos exploran inicialmente mâs los objetos 
nuevos, pero el tiempo total dedicado a la exploraciôn es menor que el empleado por los 
animales contrôles (Myhrer et al, 1992;Zimmermann et al, 2001 ;Schrijver et al, 
2002). Otro aspecto interesante de estos resultados es que en los animales de 6 meses 
existe una tendencia no significativa a que durante los primeros 5 minutos de exposiciôn 
al campo abierto los animales mantenidos en EA muestren mayores niveles de actividad 
motora, que reflejarian la mayor eficacia exploratoria de estos animales. Esta misma 
tendencia se ha observado en otros trabajos (Zimmermann et al, 2001;Larsson et al, 
2002;Elliott y Grunberg 2005). Por tanto, estos resultados avalarian una diferencia en 
capacidad exploratoria producida por las diferentes condiciones ambientaies a las que 
fueron expuestos los animales.
Aunque hay un cierto acuerdo en cuanto a que la capacidad de exploraciôn explicaria 
los menores niveles de actividad motora en los animales mantenidos en EA, no se han 
estudiado, sin embargo, los mecanismos neuroqulmicos por los cuales el EA reduce la 
actividad motora. Por un lado, como se ha mencionado arriba, algunos trabajos han 
mostrado una relaciôn entre los niveles de acetilcolina en la CPF y la actividad motora 
(Day et al, 1991;Giovannini et al, 1998;Thiel et al, 1998) Las diferencias observadas 
en la actividad motora entre ambos grupos podrian ser debidas, al menos en parte, a la 
distinta activaciôn observada en el sistema colinérgico en la CPF en respuesta a estrés 
que se muestra en este mismo trabajo. Sin embargo, algunos autores han sugerido que 
los incrementos de acetilcolina en respuesta a la actividad motora podrian reflejar la 
activaciôn de procesos atencionales o de activaciôn {arousal), que no tendrian que ver 
directamente con la actividad motora y que podrian ser incluso una consecuencia de la 
misma (Thiel et al, 1998;Pepeu y Giovannini 2004). Ademâs, no todos los trabajos han
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mostrado una correlaciôn positiva entre los niveles de acetilcolina en la CPF y la 
actividad motora (Giovannini et al, 2001).
Una explicaciôn altemativa a la menor actividad motora mostrada por los animales 
mantenidos en EA en el campo abierto podria venir dada por la liberaciôn de CORT en 
respuesta a la exposiciôn de los animales a un ambiente novedoso. Se ha observado un 
incremento de los niveles de CORT en respuesta a la introducciôn de los animales en un 
campo abierto (Bats et al, 2001). Ademâs, se ha descrito un incremento râpido de la 
actividad motora tras la inyecciôn intraperitoneal de CORT (Sandi et al, 1996). Es 
posible, por tanto, que los cambios en la densidad de receptores de glucocorticoides en 
el hipocampo de animales mantenidos en EA (Olsson et al, 1994; Dahlqvist et al, 
1999) asi como la menor liberaciôn de CORT de estos animales en respuesta a estrés, 
que se muestra en esta misma Tesis Doctoral (ver mâs adelante), pudieran dar lugar a 
las diferencias observadas en la actividad motora entre ambos grupos expérimentales. 
Un papel importante en estas diferencias podria jugarlo también una expresiôn 
diferencial de los receptores de mineralocorticoides que, como ya se ha mencionado, se 
ha sugerido que podrian regular la exploraciôn de un ambiente novedoso (Oitzl et al, 
1994).
S.Ënvejecimiento, enriquecimiento ambiental y memoria de trabajo.
La evaluaciôn de la memoria de trabajo es indicativa de la funciôn de la CPF (Baddeley 
1992;Fuster 2000;Robbins y Roberts 2007), y mâs concretamente del sistema 
dopaminérgico en esta ârea cerebral, pues diversos trabajos le han atribuido un papel 
importante en la regulaciôn de esta funciôn (Goldman-Rakic 1995;Amsten y Li 
2005;Williams y Castner 2006;Robbins y Roberts 2007). Se pueden emplear diversas 
pruebas para evaluar la tarea de trabajo. En el présente trabajo se ha empleado el 
laberinto acuâtico en forma de T empleando un protocolo modificado del empleado por 
Aultman y Moghaddam (2001). Los animales son capaces de aprender esta prueba de 
altemancia retrasada y alcanzan unos niveles relativamente estables de desarrollo de la 
misma en dias sucesivos (ver Figura 10).
El estrés (10 minutos en un campo abierto iluminado) redujo de forma significativa el 
porcentaje de aciertos de los animales en la realizaciôn de la prueba del laberinto
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acuâtico en forma de T en los animales de 6 y 15 meses, pero no en los de 24 meses 
(Figura 11). Otros trabajos han mostrado este mismo resultado empleando otras pruebas 
que requieren memoria de trabajo tanto en roedores como en monos (Murphy et al, 
1996;Zahrt et al, 1997;Amsten y Goldman-Rakic 1998;Williams y Castner 2006). 
Como ya se ha mencionado, diferentes estudios han mostrado que la dopamina en la 
CPF juega un papel importante, tanto en roedores, como en monos y humanos, en el 
mantenimiento de la memoria de trabajo (Brozoski et al, 1979;Romanides et al, 
1999;Aultman y Moghaddam 2001;Phillips et al, 2004;Chudasama y Robbins 2004). 
En particular, parece ser importante la union de la dopamina con sus receptores D1 
(Goldman-Rakic et al, 2000;Aultman y Moghaddam 2001;Mizoguchi et al, 2004). Asi, 
se ha sugerido que el efecto negativo del estrés sobre la memoria de trabajo es debido al 
incremento de dopamina producido por el estrés en la CPF, como el que se muestra en 
esta misma Tesis Doctoral (Figura 1), y que produciria una activaciôn de los receptores 
D1 prefrontales por encima de los niveles ôptimos que aseguran un adecuado 
funcionamiento (Williams y Castner 2006). En apoyo de esta hipôtesis, se ha mostrado 
un incremento de dopamina en la CPF en respuesta a la exposiciôn a un campo abierto 
(Beaufour et al, 2001) que podria explicar el efecto negativo del estrés sobre la 
memoria de trabajo observado en el présente trabajo. Ademâs, se ha mostrado que este 
efecto puede ser revertido mediante la inyecciôn local de antagonistas D1 en la CPF 
(Murphy et al, 1996;Amsten y Goldman-Rakic 1998). Sin embargo, no puede 
descartarse la participaciôn de otros neurotransmisores en el efecto del estrés sobre la 
memoria de trabajo (Rossetti y Carboni 2005;Ramos y Amsten 2007). Es importante 
senalar ademâs que el efecto del estrés agudo sobre la memoria de trabajo fue 
transitorio, puesto que el dia siguiente a la exposiciôn al estrés los animales volvieron a 
realizar la tarea con el nivel de aciertos habituai (Figura 10).
Sin embargo, en los animales de 24 meses no se observô un efecto signifîcativo del 
estrés sobre la memoria de trabajo, pero el porcentaje de aciertos en esas condiciones no 
fue diferente del alcanzado por los animales de 6 ô 15 meses. Por tanto, no puede 
afirmarse que exista una sensibilidad diferente al estrés con la edad, al menos en lo que 
respecta a su efecto sobre la memoria de trabajo.
Los resultados muestran que el envejecimiento afectô de forma negativa al aprendizaje 
y realizaciôn de la tarea. De hecho, el envejecimiento incrementô el numéro de dfas
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necesarios para alcanzar el criterio de aprendizaje y redujo el porcentaje de aciertos 
empleando intervalos de retenciôn de 10 y 100s (Tablas 4 y 5). Estos resultados estân de 
acuerdo con otros que sugieren que el envejecimiento reduce la memoria de trabajo (Cai 
y Amsten 1997;Castner y Goldman-Rakic 2004;Shukitt-Hale et al, 2004;Mizoguchi et 
al, 2009b). Se ha sugerido que una activaciôn reducida de los receptores D1 de 
dopamina en la CPF podria ser la responsable de estos déficits y, de hecho, éstos son 
revertidos, al menos en parte, mediante la inyecciôn local de agonistas de los receptores 
Dl, tanto en ratas como en monos (Cai y Amsten 1997;Castner y Goldman-Rakic 
2004;Mizoguchi et al, 2009b). Los resultados de los experimentos de microdiâlisis del 
présente trabajo no mostraron, sin embargo, diferencias en los niveles basales de 
dopamina en la CPF entre animales jôvenes y viejos, por lo que no parece ser la 
concentraciôn extracelular de dopamina la que explique estas diferencias. Por otro lado, 
se ha mostrado que los animales envejecidos muestran una menor expresiôn de 
receptores Dl prefrontales (Backman et al, 2006) y una menor respuesta 
electrofisiolôgica a agonistas Dl (Parfitt et al, 1990), por lo que es posible que factores 
postsinâpticos, mâs que la liberaciôn de dopamina, pudiesen explicar los déficits 
observados en los animales viejos.
El EA no modified el efecto del envejecimiento sobre la realizaciôn de la tarea a 
ninguno de los dos intervalos de retenciôn, ni en condiciones de estrés. Por tanto, el EA 
no modifica los déficits asociados a la edad observados tanto en el aprendizaje como en 
la memoria de trabajo evaluados mediante la realizaciôn de un laberinto acuâtico en 
forma de T.
El EA, ademâs, no modified ni la realizaciôn de la prueba en condiciones basales, ni el 
efecto del estrés sobre la misma. Diferentes estudios han mostrado que animales jôvenes 
y viejos mantenidos en condiciones de EA muestran una mayor memoria de trabajo 
espacial evaluada en diversas pruebas (laberinto radial, reconocimiento de objetos, 
laberinto acuâtico) en comparaciôn con animales en condiciones estândar o de 
aislamiento (Pacteau et al, 1989;Leggio et al, 2005;Lores-Amaiz et al, 2006;Leal- 
Galicia et al, 2008). El ùnico estudio que ha evaluado a animales mantenidos en 
condiciones de EA en un laberinto en T (no acuâtico) con intervalos de retenciôn 
similares a los empleados en la présente Tesis Doctoral mostrô un efecto débil del EA 
sobre la memoria de trabajo de animales mantenidos en esas condiciones desde su
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periodo peripuberal (Melendez et al, 2004). Estos resultados sugieren que el EA puede 
tener un efecto positivo sobre la memoria espacial pero no sobre la memoria de trabajo, 
dependiente de la CPF. Es interesante que otros estudios han mostrado cambios en el 
hipocampo producidos por el EA (neurogénesis, expresiôn de factores neurotrôficos, 
potenciaciôn a largo plazo incrementada, etc), que podrian explicar estos cambios en la 
memoria espacial y no en la memoria de trabajo.
6. Envejecimiento, enriquecimiento ambiental y corticosterona en plasma y 
cerebro.
6.1 Envejecimiento y corticosterona.
El papel, tanto de los niveles basales de CORT como producidos por estrés es 
importante en el contexto de las llamadas “hipôtesis de la neurotoxocidad” (Montaron et 
al, 2006;Conrad 2008;Lupien et al, 2009), e “hipôtesis de la cascada de 
glucocorticoides” (Sapolsky et al, 1986). Estas hipôtesis proponen que la exposiciôn a 
concentraciones elevadas de CORT de forma continuada puede favorecer la acciôn de 
otros agentes neurotôxicos sobre ciertas âreas cerebrales, que darian lugar a los déficits 
cognitivos asociados a la edad, asi como a otras enfermedades psiquiâtricas que podrian 
depender de una disfunciôn del eje hipotâlamo-hipôfisis-adrenal (Lupien et al, 2009). 
Si bien “la hipôtesis de la cascada de glucocorticoides” no diferencia claramente el 
papel que juegan los niveles de CORT basales o estimulados por estrés, la “hipôtesis de 
la neurotoxicidad” atribuye un papel mâs importante a los niveles basales de CORT 
elevados y mantenidos en el tiempo en los cambios observados durante el 
envejecimiento.
6.1.1.Corticosterona plasmàtlca.
Los resultados del présente trabajo de investigaciôn muestran que el envejecimiento no 
modifîcô los niveles basales de CORT plasmâtica (Figura 14). Los resultados a este 
respecto son contradictorios en la bibliografia. Mientras que algunos trabajos muestran 
que los animales viejos presentan mayores niveles de CORT plasmâtica (Montaron et 
al, 2006;Lupien et al, 2009), otros no han mostrado diferencias (Yau et al, 
1994;Meijer et al, 2005;Segar et al, 2009; Shoji y Mizoguchi, 2010). Estas
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discrepancias pueden ser debidas a las distintas cepas de los animales empleados o a la 
hora del dia en la que fiieron tomadas las muestras. For tanto, los dates del presente 
trabajo no apoyarian la idea de mayores niveles basales de CORT plasmâtica con la 
edad.
6.1.2.Corticosterona libre en el cerebro.
Con respecte al estudio de la CORT libre en la CPF, es importante senalar que el 
empleo de la microdiâlisis permite evaluar in vivo y directamente en el cerebro las 
concentraciones de hormona “util”, es decir, la que tiene posibilidad de unirse a sus 
receptores en el cerebro. Ademâs, este trabajo es el primero que ha evaluado las 
concentraciones de CORT libre tanto en condiciones basales como inducidas por estrés 
en animales viejos, lo que es relevante en el contexto de la “hipôtesis de la cascada de 
glucocorticoides”, pues esta asume que los mayores niveles plasmâticos de CORT 
observados en animales viejos se reflejarân en el cerebro y por tanto, darân lugar a un 
dano diferencial sobre este.
El estrés incrementô los niveles de CORT libre en la CPF en todos los grupos de edad. 
Este mismo resultado ha sido mostrado por otros grupos de investigaciôn mediante el 
empleo de la técnica de microdiâlsis, tanto en CPF como en hipocampo (Linthorst et al, 
2000;Kitchener et al, 2004;Droste et al, 2007;Droste et al, 2009a). Estos incrementos 
de CORT en la CPF producidos por estrés son el resultado de la activaciôn del eje 
hipotâlamo-hipôfisis-adrenal, que conduce a la liberaciôn de CORT desde las glândulas 
adrenales. Una gran parte de esta CORT se une a proteinas transportadoras, mientras 
que la fracciôn libre alcanza el cerebro tras atravesar la barrera hematoencefâlica 
(Herbert et al, 2006). La CORT, en el cerebro, participa tanto en la regulaciôn del eje 
HHA como en la modulaciôn de circuitos cerebrales implicados en la adaptacion a la 
situaciôn de estrés (Herman et al, 2005).
Los resultados (Figura 13) muestran que el envejecimiento no modified el incrementô 
de CORT libre producido por estrés en la CPF. Estos resultados contrastan con la idea 
generalizada de que los animales viejos muestran mayores incrementos de CORT en 
respuesta a estrés que los jôvenes (Sapolsky et al, 1984;Lorens et al, 1990;Issa et al, 
1990;van Eekelen et al, 1992;Segar et al, 2009). Sin embargo, existe un matiz
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importante en esta afirmaciôn, y es que todos los trabajos citados ban evaluado la 
CORT en plasma, y habitualmente se asume que los niveles cerebrales de CORT son un 
reflejo de los niveles de CORT plasmâtica. La “hipôtesis de la cascada de 
glucocorticoides” de Sapolsky et al. (1986) atribuye un papel importante al incrementô 
diferencial de CORT plasmâtica entre animales jôvenes y viejos sobre los déficits 
cognitivos asociados a la edad, causados por las alteraciones que producirian los 
mayores incrementos de CORT libre en el cerebro sobre âreas relacionadas con la 
cogniciôn, como la CPF y el hipocampo. Esta hipôtesis, basada en datos obtenidos 
exclusivamente en plasma no habia evaluado el incrementô de CORT directamente en el 
cerebro de animales viejos en respuesta a estrés. Dado que, como muestra el présente 
trabajo, estos incrementos no son diferentes en los animales viejos frente a los jôvenes, 
es posible que la idea de la “cascada de glucocorticoides” haya de ser matizada. Por 
otro lado, aunque los incrementos de CORT en respuesta a estrés no sean diferentes en 
el cerebro entre animales jôvenes y viejos, no se puede descartar, como se ha apuntado 
anteriormente, que la capacidad de la CORT para producir cambios neuroanatômicos y 
funcionales que conduzcan a un dano neuronal sea mayor en el cerebro envejecido que 
en el joven.
6.1.3.Relaciôn entre la corticosterona plasmâtica y la corticosterona libre en el 
cerebro.
Dado que la ausencia de diferencias en el incrementô de CORT en respuesta a estrés en 
la CPF entre animales jôvenes y viejos era contraria a la idea generalizada en base a la 
bibliografïa previa (Sapolsky et al, 1984;Lorens et al, 1990;Issa et al, 1990;van 
Eekelen et al, 1992;Segar et al, 2009), se disenaron experimentos con el fin de 
comprobar si existia una disociaciôn entre los niveles de CORT plasmâtica total y los de 
CORT libre en el cerebro. En estos experimentos se evaluô, por tanto, la CORT 
plasmâtica total en respuesta a estrés agudo y la concentraciôn de CORT libre en la CPF 
y el hipocampo en respuesta a ese mismo tipo de estrés en animales jôvenes (6 meses) y 
viejos (27 meses) mantenidos en condiciones estândar. Se eligieron como âreas de 
interés la CPF y el hipocampo por ser âreas cerebrales que presentan una alta densidad 
de receptores para glucocorticoides (Reul y de Kloet 1985;Meaney y Aitken 
1985;McEwen et al, 1986) y por estar involucradas tanto en la modulaciôn de la
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actividad del eje HHA (Herman et al, 2005) como en diversas funciones cognitivas 
(Squire y Zola-Morgan 1988;Kim y Diamond 2002;Amsten y Li 2005;Robbins 2005a)
El estrés incrementô tanto la concentraciôn de CORT plasmâtica como la de CORT 
libre en la CPF y el hipocampo de animales jôvenes y viejos (Figuras 15 y 16). Sin 
embargo, mientras que el incrementô de CORT plasmâtica fue mayor en los animales 
viejos, el incrementô de CORT libre en el cerebro no fue diferente entre animales 
jôvenes y viejos. Son numerosos los trabajos que ban mostrado un mayor incrementô de 
CORT plasmâtica en animales viejos en respuesta a estrés (Sapolsky et al, 1984;Lorens 
et al, 1990;Issa et al, 1990;van Eekelen et al, 1992;Segar et al, 2009). Sin embargo, 
como se ha mencionado anteriormente, no se habian evaluado hasta ahora los 
incrementos de CORT en respuesta a estrés directamente en el cerebro de animales 
viejos. Estos resultados sugieren que los niveles de CORT en el cerebro no son un 
reflejo de los niveles de CORT evaluados en plasma. El hecho de que los incrementos 
de CORT libre tanto en CPF como en hipocampo no sean diferentes entre animales 
jôvenes y viejos, sugiere, como ya se ha comentado anteriormente, que los incrementos 
de CORT en respuesta a estrés podrian no ser un factor clave en los déficits cognitivos 
asociados a la edad, como sugeria la “hipôtesis de la cascada de glucocorticoides” 
(Sapolsky g/a/., 1986).
El envejecimiento no modified los niveles basales de CORT plasmâtica pero, sin 
embargo, incrementô los niveles basales de CORT libre en la CPF y el hipocampo. Se 
ha mostrado que los niveles basales de CORT plasmâtica en los animales viejos pueden 
ser mayores (Montaron et al, 2006;Lupien et al, 2009), o similares (Yau et al, 
1994;Meijer et al, 2005;Segar et al, 2009) a los de los animales jôvenes. Sin embargo, 
los niveles basales de CORT libre no se habian evaluado previamente en el cerebro de 
animales viejos. Estos datos, al igual que los de los incrementos de CORT en respuesta 
a estrés sugieren que podria haber una disociaciôn entre los niveles plasmâticos y 
cerebrales de CORT, de modo que los ùltimos no siempre serian un reflejo de los 
primeros. Los resultados referentes a los niveles cerebrales de CORT libre basai, 
apoyarian la idea de la “hipôtesis de la neurotoxicidad” que, como ya se ha mencionado, 
asocia mayores niveles basales de glucocorticoides en el cerebro envejecido con una 
mayor vulnerabilidad ante agentes neurotôxicos, lo que conllevaria cambios en âreas
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relacionadas con la cogniciôn y que conducirian a los déficits cognitivos asociados a la 
edad (Conrad 2008;Lupien et al, 2009).
Posiblemente el aspecto mas relevante de estos resultados, y que esta cobrando 
importancia en los ùltimos anos es la mencionada posible disociaciôn entre los niveles 
de CORT en el cerebro y los niveles plasmâticos de CORT. De hecho, otros autores han 
mostrado también esas diferencias entre niveles plasmâticos y cerebrales de CORT 
tanto a nivel basal, como estimulados por estrés. A nivel basal se han mostrado tanto en 
la fase diuma del ritmo circadiano (Lengvâri y Liposits 1977;Croft et al, 2008), como 
en ratas que consumen alcohol y son expuestas a retirada del mismo (Little et al, 2008). 
Esta misma disociaciôn se ha mostrado con los niveles de CORT inducidos por estrés 
(Droste et al, 2009a;Droste et al, 2009b). Asi, Droste et al, (2009a) han mostrado que 
el incrementô de CORT libre en hipocampo en respuesta a estrés no es diferente entre 
ratas hembra y macho, aun cuando se ha mostrado que las hembras muestran un mayor 
incrementô de CORT plasmâtica en respuesta a estrés (Kant et al, 1983;Handa et al, 
1994). Este mismo grupo de investigaciôn ha mostrado que el incrementô de CORT 
plasmâtica en respuesta a estrés por inmersiôn en agua es mayor en animales 
sedentarios que en animales que realizan ejercicio fïsico (Droste et al, 2007), mientras 
que los incrementos de CORT libre en hipocampo no difleren al comparar ambos 
grupos expérimentales al ser sometidos a este mismo tipo de estrés (Droste et al, 
2009b).
Una pregunta relevante en este contexto es la siguiente: ^cuâl es el posible mecanismo 
que explicaria las diferencias entre los niveles de CORT plasmâtica y los de CORT libre 
en el cerebro de los animales viejos? Existen al menos très posibles mecanismos. En 
primer lugar, una mayor concentraciôn de globulinas transportadoras de corticosterona 
(CBGs) en los animales viejos podria limitar el acceso de la CORT al cerebro. De 
hecho, se calcula que la CORT libre en el plasma constituye en tomo al 5-10% del la 
CORT total (Rosner 1990). En contra de esta hipôtesis, los dos ùnicos trabajos que han 
estudiado los niveles de CBGs en animales viejos muestran una reducciôn o ausencia de 
cambios de las mismas en los animales viejos (van Eekelen et al, 1992;Meaney et al, 
1992). Sin embargo, una menor concentraciôn de CBGs en los animales viejos si que 
podria explicar, por contra, los mayores niveles basales de CORT libre observados en el 
cerebro de animales viejos. Un segundo mecanismo podria constituirlo un transportador
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presente en la barrera hematoencefâlica, la protefna resistente a multidrogas I tipo P- 
glicoproteina, que daria lugar a un exporte de CORT desde el cerebro (Uhr et al, 
2002;Müller et al, 2003). Tanto una expresiôn incrementada de esta protefna en la 
barrera hematoencefâlica como una mayor actividad de la misma, podrian explicar la 
ausencia de diferencias en los niveles de CORT inducidos por estrés entre animales 
jôvenes y viejos, dado que ademâs se ha sugerido que la CORT podria incrementar la 
expresiôn del gen de este transportador (Altuvia et al, 1993). Sin embargo, existen 
divergencias en la bibliografïa acerca de cuâles son las moléculas que transporta esta 
proteina, ya que mientras que algunos trabajos sugieren que podria transportar CORT 
(Wolf y Horwitz 1992;Uhr et al, 2002;Müller et al, 2003) otros sugieren que sôlo 
transportaria dexametasona y cortisol, pero no corticosterona (Meijer et al, 1998;Mason 
et al, 2008). Por ultimo, en el cerebro se encuentra una enzima, la 11-beta- 
deshidrogenasa hidroxiesteroide isoenzima tipo I, que convierte 11-beta-ceto-derivados 
en moléculas activas de CORT o cortisol (Holmes et al, 2003;Tomlinson et al, 2004). 
Se ha propuesto que en los animales viejos, una menor expresiôn de esta proteina podria 
protéger frente al dano potencial de la CORT (Yau y Seckl 2001). Sin embargo, al 
tratarse de un mecanismo intracelular, es poco probable que afecte de forma 
signifîcativa a las medidas de CORT tomadas mediante la técnica de microdiâlisis, que 
recogen la CORT présente en el espacio extracelular. Por tanto, estos resultados y los 
obtenidos por nuestro laboratorio sugieren la existencia de un mecanismo de contenciôn 
que prevendria la sobre-exposiciôn del cerebro a altas concentraciones de CORT 
(Droste et al, 2009b).
6.2.Enriquecimiento ambiental y corticosterona.
El EA no modified los efectos del envejecimiento sobre la concentraciôn de CORT ni 
en plasma ni en el cerebro (CPF). Sin embargo, el EA produjo algunos efectos 
significativos sobre estos parâmetros en animales jôvenes, que se detallan a 
continuaciôn.
6.2.1.Corticosterona plasmâtica.
El EA redujo los niveles basales de CORT plasmâtica en los animales de 6 meses, pero 
no en los de 15 ô 24 meses (Figura 14). Los efectos del EA sobre los niveles basales de
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CORT son controvertidos. Asi, se ha mostrado que los animales mantenidos en EA 
presentan mayores (Marashi et al, 2003;Moncek et al, 2004;Benaroya-Milshtein et al, 
2004), menores (Belz et al, 2003;Sztainberg et al, 2010) o similares (Falkenberg et al, 
1992;Mlynarik et al, 2004;Pena et al, 2009) niveles basales de CORT con respecto a 
animales aislados o en condiciones estândar. La variabilidad de estos resultados podria 
deberse a que los niveles basales de CORT sean muy sensibles a los diferentes 
protocolos de EA empleados, asi como de los grupos contrôles con los que se compara 
al grupo de EA (Fox et al., 2006; ver Discusion de Métodos pâg. 137). La mayor 
concentraciôn basai de CORT plasmâtica en los animales mantenidos en condiciones 
control podria ser relevante de cara a la “hipôtesis de la neurotoxicidad”, de modo que 
el cerebro de estos animales podria ser mâs vulnerable ante la presencia de sustancias 
neurotôxicas.
6.2.2.Corticosterona libre en la corteza prefrontal.
Los resultados del présente trabajo muestran, ademâs, que los niveles basales de CORT 
libre en la CPF no fueron diferentes entre animales mantenidos en EA y animales 
control. Sin embargo el anâlisis estadistico muestra una tendencia no signifîcativa a ser 
mayores en los animales control en comparaciôn con los mantenidos en EA, que se 
aprecia sobre todo en los animales de 6 y 24 meses (ver Tabla 6), y que se ve apoyada 
por los datos de CORT plasmâtica, donde los animales de 6 meses mantenidos en EA 
muestran menores niveles basales de CORT que los animales control. En base a la 
“hipôtesis de la neurotoxicidad”, la tendencia de los niveles basales de CORT a ser 
mayores en los animales control podria ser relevante en relaciôn con el envejecimiento, 
o incluso ante una mayor vulnerabilidad frente a agentes neurotôxicos en edades mâs 
tempranas. De hecho, se ha mostrado que los animales mantenidos en EA son menos 
vulnérables a los efectos negativos de un tratamiento crônico con CORT sobre la 
proliferaciôn de células endoteliales en la CPF y el hipocampo (Ekstrand et al, 2008).
El incrementô de CORT libre producido por estrés en la CPF fue menor en los animales 
de 6 y 15 meses en condiciones de EA que en los contrôles. Si bien no existen datos 
acerca de los niveles de CORT libre en el cerebro en animales mantenidos en EA, si que 
existen datos a nivel plasmâtico. Son diversos los trabajos que muestran que los 
animales mantenidos en EA muestran una menor liberaciôn de CORT plasmâtica en
163
__________________________________________________________________________ Discusion
respuesta a estrés que animales control (Belz et al, 2003;Moncek et al, 
2004;Benaroya-Milshtein et al, 2004;Mlynarik et al, 2004;Pena e/a/., 2009;Sztainberg 
et al, 2010). Los menores incrementos de CORT libre en respuesta a estrés en la CPF 
en los animales mantenidos en EA podrian explicarse por una diferente reactividad al 
estrés causada por cambios en ciertas âreas cerebrales implicadas en la respuesta a 
estrés.
Los animales mantenidos en EA estân sometidos de forma continua, debido a sus 
condiciones de vida, a breves episodios de estrés moderado, en lo que se ha dado en 
llamar “inoculaciôn de estrés” (Fox et al, 2006). Esta “inoculaciôn de estrés” 
contribuiria a que, ante una situaciôn novedosa, el animal mantenido en EA se adapte a 
la misma mâs efîcazmente un animal mantenido en condiciones control. A este respecto, 
se ha mostrado que una menor reactividad al estrés a nivel conductual estâ relacionada 
con una mayor actividad de la CPF, que daria lugar a una liberaciôn reducida de CORT 
plasmâtica, y de dopamina y serotonina en la CPF en un modelo de estrés controlado 
frente a estrés no controlado (Bland et al, 2003;Amat et al, 2005;Baratta et al, 
2007;Stalnaker et al, 2009). Asi, el procesamiento râpido y dependiente de 
neurotransmisiôn del agente estresante en la CPF podria ser responsable, al menos en 
parte, de la menor liberaciôn de CORT en los animales mantenidos en EA, dado que la 
CPF juega un papel importante en la regulaciôn del eje hipotâlamo-hipôfisis-adrenal 
(Diorio et al, 1993;Spencer et al, 2004;Radley et al, 2006;Radley et al, 2009). De 
hecho, la menor liberaciôn de CORT en respuesta a estrés en los animales mantenidos 
en EA podria estar relacionada con la menor liberaciôn de dopamina y acetilcolina 
mostrada en este mismo trabajo, dado que ambos neurotransmisores parecen jugar un 
papel importante en la regulaciôn de la actividad del eje HHA actuando sobre la CPF 
(Borowsky y Kuhn 1992;Sullivan y Gratton 1998;Helm et al, 2002;Helm et al, 
2004;Sullivan 2004;Radley et al, 2006). Por otro lado, no puede excluirse el papel de 
otras âreas cerebrales, como la amigdala o el hipocampo, sobre las respuestas del eje 
hipotâlamo-hipôfisis-adrenal en respuesta a estrés (Goldstein et al, 1996;Akana et al, 
2001;Herman et al, 2003;Herman et al, 2005) y que podrian contribuir a las 
diferencias observadas en el présente trabajo. Ademâs, estas âreas presentan una 
elevada densidad de receptores de glucocorticoides. Diferencias en la expresiôn de estos 
receptores en estas âreas entre animales mantenidos en EA y contrôles podrian 
contribuir a un diferente procesamiento emocional de la situaciôn de estrés. De hecho.
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se ha mostrado una mayor expresiôn de receptores GR en el hipocampo de animales 
mantenidos en EA, que se ha sugerido que podria contribuir a un control mâs eficaz del 
eje HHA en estos animales (Olsson et al, 1994;Dahlqvist et al, 1999).
7. Consideraciones finales y generates acerca del enriquecimiento ambiental y sus 
efectos sobre la respuesta a estrés.
La menor respuesta a estrés tanto a nivel neuroquimico como hormonal, de los animales 
mantenidos en EA frente a animales mantenidos en condiciones control podria ser 
entendida en el contexto de lo que se ha denominado “inoculaciôn de estrés” (Fox et al, 
2006) e “inmunizaciôn” frente al estrés (Maier et al, 2006). Por un lado, la exposiciôn 
al EA supone una interacciôn incrementada con otros individuos y con un entomo 
cambiante, que somete al individuo a episodios de estrés moderado de forma repetida, 
por lo que se daria en estos animales un proceso similar al de la habituaciôn, que es lo 
que se ha denominado “inoculaciôn de estrés” (Fox et al, 2006). Por otro lado, la 
“inmunizaciôn frente al estrés” supone que el enfrentarse de forma continua a episodios 
de estrés controlado da lugar a que el individuo, al ser expuesto a un estrés incontrolado, 
responda ante él como si éste fuese controlado (Maier et al, 2006). Por tanto, una 
hipôtesis que podria explicar los resultados mostrados en el présente trabajo es que la 
menor respuesta de los sistemas dopaminérgico y colinérgico a estrés en la CPF y de la 
liberaciôn de CORT en los animales mantenidos a EA pudiera ser causada por el 
proceso de “inoculaciôn de estrés”, que conduciria a la larga a una “inmunizaciôn”.
Es bien conocido que uno de los condicionantes de la magnitud de la respuesta a estrés 
es la percepciôn de controlabilidad del mismo (Lupien et al, 2007). Diversos trabajos 
han mostrado que el estrés controlado da lugar a menores respuestas de los sistemas 
dopaminérgico y serotoninérgico en la CPF, asi como a cambios en la respuesta a 
condicionamiento a miedo o a una prueba de latencia de escape, en la que se évalua la 
capacidad del animal para huir de una situaciôn potencialmente peligrosa (Carlson et 
al, 1993;Bland et al, 2003;Amat et al, 2005;Baratta et al, 2007). Ademâs, el estrés 
controlado da lugar a una menor activaciôn del gen de acciôn temprana c-fos en âreas 
relacionadas con la regulaciôn de la respuesta a estrés (Stalnaker et al, 2009;Liu et al, 
2009). Es importante senalar el hecho de que se ha mostrado que la activaciôn de la 
CPF medial es imprescindible para que tengan lugar estos efectos del estrés controlado
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o para reducir, en general, la actividad del eje HHA (Amat et al, 2005;Baratta et al, 
2007;Stalnaker et al, 2009; Weinberg et al, 2010), aunque también la amigdala podria 
jugar un papel importante en los mismos (Goldstein et al, 1996;Maier et al, 2006). Por 
ultimo, y de especial relevancia es el hecho de que la exposiciôn a estrés controlado de 
forma repetida da lugar a que, ante la exposiciôn a un estrés incontrolado, el individuo 
muestre respuestas neuroquimicas y conductuales similares a las de la exposiciôn a un 
estrés controlado (Maier et al, 2006;Amat et al, 2010).
En base a estos datos, la menor respuesta a estrés de los sistemas dopaminérgico y 
colinérgico en la CPF en animales mantenidos en EA mostrada en el présente trabajo 
permitiria una mayor activaciôn de la CPF medial (asumiendo un papel inhibidor de 
estas entradas sobre las eferencias corticales) (Hains y Amsten 2008), que de ese modo 
inhibiria a través de proyecciones indirectas a diversos nùcleos mesencefâlicos como el 
ârea tegmental ventral, el rafe dorsal, o el locus coeruleus, asi como a otras âreas 
cerebrales, como el nùcleo basai magnocelular o la amigdala, que habitualmente se 
activan ante una situaciôn de estrés. La inhibiciôn de estas âreas cerebrales conduciria a 
una me)or adaptaciôn al agente estresante (Robbins, 2005b). Por otro lado, a pesar de 
que no hay datos acerca de la activaciôn de c-fos en respuesta a estrés en animales 
mantenidos en EA, si se ha mostrado una mayor expresiôn de este gen en la corteza 
inffalimbica en ratones sometidos por primera vez a condiciones de EA (Ali et al,
2009), lo que podria apoyar la idea de que el EA produce una mayor actividad en la 
CPF. Son necesarios füturos experimentos para poner a prueba esta hipôtesis evaluando 
la activaciôn e inactivaciôn, en condiciones de estrés de la CPF y la amigdala en 
animales mantenidos en EA y condiciones control.
En relaciôn a los resultados observados en la présente Tesis Doctoral relativos a la 
CORT y el EA con los de controlabilidad su interpretaciôn puede presentar dificultades. 
Los trabajos que han evaluado la respuesta del eje hipotâlamo-hipôfisis-adrenal han 
mostrado que el estrés controlado puede tanto reducir como no modificar la respuesta 
del eje hipotâlamo-hipôfisis-adrenal (Heinsbroek et al, 1991;Maier et al, 2006), si bien 
un estudio reciente ha mostrado que el incrementô de actividad de la CPF mediante 
picrotoxina da lugar a una menor liberaciôn de CORT en respuesta a estrés (Weinberg 
et a l, 2010). La regulaciôn de la liberaciôn de CORT, por tanto, puede estar 
parcialmente regulada por el componente de controlabilidad del agente estresante.
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ademâs de estar mediada por otros mecanismos. Por ejempio, se ha mostrado que los 
animales mantenidos en EA muestran una mayor densidad de receptores de 
glucocorticoides en la CPF y el hipocampo que podrian dar lugar a un mâs eficaz 
control de la actividad del eje hipotâlamo-hipôfisis-adrenal en estos animales (Olsson et 
al, 1994;Dahlqvist et al, 1999). Ademâs, cambios neuroquimicos en ciertas âreas 
cerebrales como la amigdala el hipocampo, o el septum, que también controlan la 
liberaciôn de CORT podrian explicar las diferencias observadas. Recientemente se ha 
mostrado que la menor ansiedad mostrada por los animales mantenidos en EA en 
diversas pruebas conductuales podria estar relacionada con una reducciôn en la 
densidad de receptores de CRH de tipo I en la amigdala (Sztainberg et al, 2010). Este 
mismo trabajo ha mostrado que la supresiôn de la expresiôn de estos receptores en la 
amigdala mediante el empleo de ARNs de interferencia en animales mantenidos en 
condiciones estândar da lugar a que estos animales se comporten como los mantenidos 
en EA, es decir, muestran bajos niveles de ansiedad en diversas pruebas conductuales.
Una cuestiôn importante a tener en cuenta acerca de los efectos del EA sobre la 
respuesta a estrés es la referente a los cambios que se producen en el cerebro de los 
animales durante el tiempo que se encuentran mantenidos en esas condiciones 
ambientales. Estos cambios son, en teoria, los causantes de la mejor adaptaciôn de los 
animales mantenidos en EA a una situaciôn de estrés, que darian lugar a la menor 
liberaciôn de dopamina, acetilcolina o CORT en respuesta a la misma en los animales 
mantenidos en EA. Estudios previos han sugerido que las neuronas generadas durante la 
edad adulta en el hipocampo podrian tener un papel importante en las respuestas a 
estrés. Asi, se ha mostrado que la neurogénesis adulta en esta ârea cerebral estâ 
implicada en conductas relacionadas con la ansiedad, de modo que los animales que 
carecen de estas nuevas neuronas muestran elevados niveles de ansiedad (Santarelli et 
al, 2003;Revest et al, 2009). Dado que los animales mantenidos en condiciones de EA 
muestran mayores niveles de neurogénesis en hipocampo (Kempermann et al, 
1997;Brown et al, 2003;Segovia et al, 2006) y que sus respuestas a estrés estân 
claramente atenuadas tanto a nivel neuroquimico como hormonal, asi como 
conductualmente su respuesta a diversas pruebas de ansiedad (Femândez-Teruel et al, 
1997;Wolfer et al, 2004;Sztainberg et al, 2010), es posible que esos mayores niveles 
de neurogénesis pudieran jugar algùn papel en esta menor reactividad al estrés de los 
animales mantenidos en EA. Esta hipôtesis ha sido, de hecho, puesta a prueba en dos
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estudios recientes aunque con objetivos diferentes. Uno de elios ha mostrado que la 
supresiôn de la neurogénesis en los animales mantenidos en EA no modifica la menor 
ansiedad mostrada por estos animales en dos pruebas conductuales (Meshi et al, 2006). 
El otro ha mostrado, mediante un modelo condicional de neurogénesis en ratôn que ésta 
séria necesaria para la recuperaciôn conductual de la exposiciôn previa a estrés 
psicosocial provocado por la exposiciôn a un macho dominante (Schloesser et al,
2010). Son necesarios, sin embargo, mâs trabajos a este respecto pues se han obtenido 
resultados contradictorios no sôlo en cuanto al posible papel de la neurogénesis en la 
ansiedad, sino en cuanto a su implicaciôn en la memoria espacial. De hecho, si bien el 
trabajo de Meshi et al (2006) tampoco apoya la idea de que la neurogénesis 
incrementada en los animales mantenidos en EA juegue un papel importante en su 
mejor memoria espacial, otro trabajo anterior mostrô que la neurogénesis si podria 
explicar la mejor eficacia en la realizaciôn de una prueba de reconocimiento de objetos 
por parte de los animales mantenidos en EA (Bruel-Jungerman et al, 2005).
Otra hipôtesis altemativa que podria explicar los resultados obtenidos tendria que ver 
con la interacciôn entre la CORT y los neurotransmisores dopamina y acetilcolina. 
Algunos trabajos han estudiado el posible control de la CORT sobre los niveles de 
dopamina o acetilcolina en la CPF. Mizoguchi et al., (2004) mostraron que la 
adrenalectomia da lugar a una reducciôn de la liberaciôn de dopamina estimulada por 
altas concentraciones de potasio y afecta asimismo a una prueba de memoria 
dependiente de memoria de trabajo, por lo que sugirieron que la CORT podria controlar 
la liberaciôn de dopamina. Ademâs, se ha sugerido que la CORT podria potenciar los 
efectos del glutamato sobre sus receptores NMDA en las neuronas dopaminérgicas del 
ârea tegmental ventral, que proyectan a la CPF y al nùcleo accumbens (Cho y Little 
1998). Estos resultados sugieren que una mayor concentraciôn de CORT podria dar 
lugar a una mayor respuesta del sistema dopaminérgico en la CPF. Sin embargo, 
Imperato et al (1991), estudiaron de forma especifica si los incrementos de CORT 
modulan los incrementos de dopamina en la CPF en respuesta a estrés empleando ratas 
adrenalectomizadas, asi como antagonistas de los receptores de glucocorticoides. Sus 
resultados mostraron que no existe relaciôn alguna entre ambos incrementos, por lo que 
los consideraron independientes entre si. Son necesarios, por tanto, mâs experimentos 
para determinar si existe alguna relaciôn entre estos incrementos, si ésta se establece a 
corto o a largo plazo y si finalmente esta relaciôn explicaria la menor liberaciôn de
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dopamina en la CPF en respuesta a estrés de los animales mantenidos en EA. Con 
respecto a la relaciôn entre CORT y acetilcolina, los trabajos son mâs escasos. Se ha 
mostrado que la adrenalectomia da lugar a una potenciaciôn de la respuesta del sistema 
septo-hipocampal a la perfusiôn local en hipocampo de altas dosis de potasio 
(Mizoguchi et al, 2008). En la CPF se ha observado que la adrenalectomia no modifica 
los niveles basales de acetilcolina en la CPF, pero si da lugar a un mayor incrementô de 
acetilcolina en respuesta a una inyecciôn de soluciôn salina, o a una recuperaciôn 
retrasada de sus niveles basales en respuesta a una inyecciôn sistémica de cocaina (Day 
et al, 1997). El estudio de esta posible relaciôn entre CORT y dopamina o acetilcolina 
es todavia escaso, por lo que son necesarios mâs experimentos en este sentido para 
probar si ésta puede explicar los resultados obtenidos en el présente trabajo.
Por ultimo, y en relaciôn con las hipôtesis previas, es interesante mencionar el hecho de 
que los fârmacos antidepresivos tienden a producir efectos similares a los del EA. Asi, 
por ejempio, se ha mostrado que los antidepresivos incrementan la neurogénesis 
(Malberg 2004), reducen la respuesta del eje HHA a una situaciôn estresante 
(Szymânska et al, 2009;Rogôz et al, 2009) y reducen asimismo la liberaciôn de 
dopamina y acetilcolina en respuesta a estrés en la CPF (Dazzi et al, 2001a;Dazzi et al, 
2001b). No se ha estudiado en detalle, sin embargo, si los efectos producidos por el EA 
sobre la respuesta a estrés tendrian que ver con los mecanismos que emplean los 
antidepresivos para llevar a cabo su funciôn. A este respecto son, por ejempio, escasos 
los trabajos en los que se han evaluado la serotonina o la expresiôn de sus receptores en 
el cerebro de animales mantenidos en EA (Por y Bondy 1982;Rasmuson et al, 
1998;Brenes et al, 2008).
El EA, sin embargo, y en contra de la hipôtesis del présente trabajo, no produjo cambios 
sobre las tendencias mostradas a lo largo del envejecimiento de los parâmetros 
evaluados. A pesar de que se ha descrito una atenuaciôn en animales mantenidos en EA 
sobre los cambios que produce el envejecimiento sobre ciertos parâmetros, como la 
arborizaciôn dendritica y la sinaptogénesis (Greenough et al, 1986;Saito et al, 
1994;Frick y Fernandez 2003;Markham y Greenough 2004;Leal-Galicia et al, 2008), o 
sobre ciertos parâmetros conductuales, como la memoria espacial (Frick y Fernandez 
2003;Femândez et al, 2004;Segovia et al, 2006), el EA no parece modificar los efectos 
producidos por el envejecimiento sobre los parâmetros evaluados en el présente trabajo
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y que tienen relaciôn con la respuesta a estrés. Esto podria ser debido a que los sistemas 
de respuesta a estrés, al menos en lo que refiere a la CPF, se desarrollen durante las 
primeras etapas del desarrollo, de modo que los cambios que acontecen en este sistema 
con el envejecimiento quedan de algùn modo determinados desde esas etapas 
tempranas. De hecho, son numerosos los estudios que muestran que diversas 
manipulaciones ambientales durante la etapa puberal de los animales pueden 
condicionar las respuestas a estrés durante las etapas adultas (Levine 2005;Laviola et 
al, 2008). En apoyo de esta idea, los efectos del mantenimiento de los animales durante 
3 meses en condiciones de EA sobre los incrementos de CORT en la CPF en respuesta a 
estrés, mostrados en la présente Tesis Doctoral, fueron mâs acusados en los animales de 
6 y 15 meses que en los animales de 27 meses. Es posible ademâs que los efectos del 
EA sobre los cambios que produce el envejecimiento sean mâs importantes en otras 
âreas cerebrales, como el hipocampo (van Praag et al, 2000; Segovia et al., 2006).
Es interesante, sin embargo, resaltar que si bien el EA no modified la tendencia 
mostrada a lo largo del envejecimiento sobre estos parâmetros relacionados con el 
estrés, si que redujo algunas respuestas en los animales de 24 meses, especialmente en 
lo que refiere a la liberaciôn de dopamina y acetilcolina en la CPF. Esta reducida 
respuesta en los animales envejecidos mantenidos en EA podria tener importantes 
consecuencias funcionales, como ya se ha discutido previamente, que contribuirian a 
una menor reactividad al estrés de los animales envejecidos mantenidos en condiciones 
de EA. Por otro lado, aunque no ha sido evaluada en el présente trabajo, la exposiciôn 
durante toda la vida adulta del animal a las condiciones de EA podria ayudar a reducir la 
respuesta a estrés del eje HHA, lo que séria relevante como tratamiento protector ante 
los posibles efectos perjudiciales de los glucocorticoides durante el envejecimiento 





1. El estrés agudo moderado reduce la memoria de trabajo e incrementa la 
concentraciôn extracelular de dopamina, acetilcolina y corticosterona pero no la de 
glutamato en la corteza prefrontal de la rata.
2. El envejecimiento reduce la respuesta a estrés del sistema dopaminérgico pero no la 
del sistema colinérgico en la corteza prefrontal. Esto sugiere que el envejecimiento 
produce un efecto diferencial sobre la activaciôn de estos sistemas de neurotransmisiôn 
en esta area del cerebro.
3. El envejecimiento reduce tanto la actividad motora espontanea como la memoria de 
trabajo, pero no modifica esta ultima en condiciones de estrés. Esto sugiere que el 
envejecimiento produce déficits en conductas motoras y cognitivas asociadas a la 
corteza prefrontal.
4. El envejecimiento potencia los incrementos de corticosterona en plasma pero no en el 
cerebro (hipocampo y la corteza prefrontal) en respuesta a estrés, lo que sugiere que 
existe una disociaciôn entre los niveles de corticosterona en plasma frente a los niveles 
en cerebro. Por otro lado, el envejecimiento incrementa los niveles basales de 
corticosterona en el hipocampo y la corteza prefrontal.
5. El enriquecimiento ambiental reduce la respuesta a estrés de los sistemas 
dopaminérgico y colinérgico en la corteza prefrontal. Esto sugiere que unas condiciones 
ambientales favorables pueden reducir la actividad de diferentes sistemas de 
neurotransmisiôn en la corteza prefrontal en respuesta a un estimulo fisiolôgico como el 
estrés.
6. El enriquecimiento ambiental reduce la actividad motora espontanea. Esto sugiere 
que estas condiciones ambientales pueden facilitar la habituaciôn a una situaciôn 
novedosa. El enriquecimiento ambiental, sin embargo, no modifica la memoria de 
trabajo ni en condiciones basales ni en condiciones de estrés.
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7. El enriquecimiento ambiental reduce la concentraciôn extracelular de corticosterona 
en respuesta a estrés en la corteza prefrontal de animales jôvenes. Esto sugiere que unas 
condiciones ambientales favorables pueden reducir la actividad del eje hipotâlamo- 
hipôfisis-adrenal en respuesta a una situaciôn de estrés.
8. El enriquecimiento ambiental no modifica el patrôn de incrementos en respuesta a 
estrés observado a lo largo del proceso de envejecimiento en los parâmetros 
neuroquimicos (dopamina y acetilcolina) y hormonales (corticosterona) evaluados en la 
corteza prefrontal. Asimismo, el enriquecimiento no modifica los déficits que produce 
el envejecimiento sobre la actividad motora y la memoria de trabajo. Estos resultados 
sugieren que la interacciôn con unas condiciones ambientales favorables no atenùa los 
cambios producidos por el envejecimiento sobre las respuestas neuroquimicas, 
hormonales y conductuales asociadas a la corteza prefrontal.
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